Genética del bacteriófago O29 by Pérez Mellado, Rafael
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS
TESIS DOCTORAL
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
 PRESENTADA POR 
 Rafael Pérez Mellado
DIRECTOR:
 Margarita Salas
Madrid, 2015
© Rafael Pérez Mellado, 1976
Genética del bacteriófago O29 
 
L ...... ""' .· n. ".· r ·, •• ., / ( , ,toY ... >··~-\-'~ 
_).:,;;>.) : . )~ ,., 
'R s.E HN- 241-
. /!/ 
It 5 Jo 
GENETICA DEL BACTERIOFAGO 0 29 
Tesis presentada para optar al 
grado de DOCTOR EN CIENCIAS 
BIOLOGICAS por el licenciado 
Rafael Perez Mellado. 
Madrid, Julio de 1.976 
Este trabajo, que se presenta como 
Tesis para optar al grado de Doctor en Ciencias, 
ha sido realizado en el Departemento de Genetica 
Molecular del Institute de Biologfa del Desarro-
llo bajo la direcci6n de la Dra. Margarita Salas. 
Deseo expresar mi agradecimiento tanto 
a mi director de Tesis como al Dr. Eladio Vinuela 
por su interes, ayuda y orientaci6n prestada en 
la realizaci6n del trabajo y en mi formaci6n en 
el campo de la invcstigaci6n cientffica. 
Quiero hacer constar igualmente mi agra-
decimiento al Dr. J.L. Carrascosa, a F. Jimenez, al 
Dr. F. Moreno y a las Dr as. A. Camacho y M. R. Inciarte 
por su ayuda material y a todos mis compafieros por 
su estfmulo y valiosas sugerencias. 
De igual modo, quiero agradecer a P. Zara-
goza, E. Cano, N. Fonturbel, J. de la Torre, J.M. 
' 
Lazaro y J. L6pez su colaboraci6n tecnica y a M. 
Corral y L. Moore su ayuda en la preparaci6n de es-
ta Tesis. 
Este trabajo ha sido realizado gracias 
a una beca para la formaci6n de Personal Investiga-
dor del Ministerio de Educaci6n y Cfencia. 
A B R E V I A T U R A S 
DNA: acido deoxirribonuclefco 
RNA: acido ribonucle1co 
mRNA: acido ribonuclefco mensajero 
tRNA: acido ribonuclefce de transferencia 
DNasa: deoxirribenucleasa 
RNasa: ribonucleasa 
SDS: dedecilsulfato s6dico 
Tris: trihidreximetil aminemetano 
EDTA: etilen diamine tetraacetato 
sse: solucion salina-citrate (clerure sodice 
0.15 M- citrate sodico 0.015 M) 
Butil-PBD: 2-(4'-tercbutilfenil)-5-(4"-difenilil)-
1.3.4-exadiazol 
PPo:· 2,5-difenilexazol 
dimetilPOPOP: 1,4-bis 2(-metil-5-fenil-exazolil) 
benceno 
DF: diluyente de fago 
sus: sensible.a supreser 
ts: sensible a temperatura 
ufp: unidades fermadoras de placa 
mdi: multiplicidad de infeccion 
rpm: revoluciones por minute 
EMS: etilmetano sulfonate 
NG: N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (nitro-
soguanidina) 
NA: acido nitroso 
HA: hidroxilamina 
HPUra: 6-(p-hidroxifenilazo)-uracilo 
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1· 
Los virus bacterianos, o bacteri6f~gos, han 
sido objeto de numerosos estudios geneticos y bio-
qul.micos para intentar comprender dos problemas ba-
sicos en Biolog1a, el control de la expresi6n gen€ti-
ca y el control de la base molecular del mecanisme 
de ensamblaje de las macromoleculas, que dan lugar 
a una estructura morfol6gica con una geometrl.a y 
una funci6n definidas. 
Los bacteri6fagos son estructuralmente sim-
ples. Constan, en lineas generales, de un material 
genetico (DNA o ~NA) , cubierto par una estructura 
proteica regular compuesta de una o de unas pocas 
mol~culas distintas de proteina. Su facilidad para 
replicar este material genetico y para recubrirlo de 
proteinas utilizando una capacidad informativa minima, 
han hecho de los bacteri6fagos un material muy util 
como sistema modele para abordar la compren~i6n de 
la estructura y funci6n de las macromoleculas que los 
componen, protel.na y acidos mucleicos. 
Cuando un fago infecta a una bacteria, se 
producen una serie de sucesos ordenados que requieren 
la existencia de .mecanismos de control que regulen la 
sintesis y la actuaci6n de las protel.nas virales, asl. 
como la replicaci6n y transcripci6n del genoma viral. 
Se ha descrito la existencia de mecanismos 
de control a nivel de la transcripci6n del DNA a 
RNA mensajero·a tiempos tard1os despues de lain-
fecci6n del huesped. Los bacteri6fagos T3 y T7, 
espec1ficos de Escherichia coli, dan lugar a la 
aparici6n de una nueva RNA polimerasa inducida (1-
4) diferente de la RNA polimerasa de la bacteria. 
En la infecci6n de E. coli por los bacteri6fagos 
T4 (5) y )\ (6-8) existen proteinas inducidas que 
son necesarias para la transcripci6n tardfa y que 
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modifican a la RNA polimerasa de la bacteria contro-
lando de este modo la sintesis de los RNA mensajeros 
tardios. 
El mecanisme de ensamblaje de los diversos 
componentes virales en una estructura de morfologia 
regular que protege al material genetico viral, ha 
sido ampliamente estudiado en el caso de los bacteri6~ 
fagos T4, )\ y P22, espec1fico este ultimo de Salmo-
nella typhimurium. A pesar de la relativa simplici-
dad genetica y estructural de estos bacteri6fagos, 
el nilmero de productos genicos implicados en la mor-
fogenesis de la particul viral es elevado, siendo al 
menos de 10 en el caso de P22, de 21 ·en el caso de~ 
y de 45 en el caso T4 (9). 
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Teniendo en cuenta que el DNA del bacteria-
fago T7 tiene un peso molecular de 26 X 10 6 ( 10) , 
el del fa go A, de 33 X 10 6 ( 11) , el del fago P22 
de 6 (12) el del fago T4 de 110 X. 10 6 ( 13) , 27 X 10 y 
el ndmero total de protefnas de tamafio media que 
pueden especificar los diversos genomas (y por tanto 
el ndrnero teorico de genes contenidos en el DNA) es 
de unas 50 en el caso de T7, )\, y P22 y de unas 200 
en el caso de T4. 
El ·bacteri6fago ~29 que infecta a Bacillus 
subtilis y a otras bacterias relacionadas como Ba-
cillus amyloliquefaciens, contiene un DNA de doble 
cadena de peso molecular 11-12 x 10 6 (14-17), que 
se puede aislar a partir del virus como un c1rculo 
cerrado por una protefna especffica (15) , lo que es-
t§ de acuerdo con el hecho de que la transfecci6n por 
el DNA de ~29 es sensible al tratamiento con enzimas 
proteolfticos (18). 
El pequefio tamano del DNA fago ~29 le hace un 
material id6neo para el estudio del control de la ex-
presion genetica y de la morfogenesis de la part1cula 
viral. La realizacion de este tipo estudio requiere 
el conocimiento previa del ndmero, arden y funci6n de 
los cistrones que cornponen el genoma del fago. Si 
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tenemos en cuenta el tamafio del DNA de ~29 y que la 
transcripci6n es asimetrica, transcribiendose s6lo 
una banda del DNA en cada zona del mismo (19-21), 
el DNA de ~29 s6lo posee capacidad para determinar 
la s1ntisis de un reducido mumero de prote1nas de 
tamafio medic, aproximadamente unas 20, lo que deter-
mina la existencia de otros tantos genes. 
Si comparamos ~29 con los bacteri6fagos antes 
mencionados, veremos que el numero aproximado de genes 
que puede contener el DNA de ~29 es 3 veces menor que 
el que puede contener el genoma de T7, ~ o P22 y 10 
veces menor que el que puede contener el genoma de T4. 
La dificultad de obtener mutantes letales con-
dicionales en todos aquellos cistrones del genoma de 
un fago, cuyos productos esten implicados en el pro-
ceso que se desee estudiar, sera tanto mayor cuanto 
mayor sea el nfimero de dichos productos gen~cos. En 
el fago T4 se han obtenido mutantes en 80 cistrones 
(22), en 30 cistrones en el fago P22 (23) y en 25 el 
fago A (24), es decir aproximadamente en la mitad o 
menos de los cistrones te6ricamente contenidos en los 
respectivos genomas. 
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Estudios realizados en nuestro laboratorio 
(25-28) han permitido detectar la existencia de 7 
prote1nas estructurales en ~29, dando cuenta de un 
60% de la informaci6n genetica del DNA del fago, con 
lo que el estudio de las funciones del resto de las 
prote1nas no estructurales inducidas por el fago pue-
de ser mucho mas simple que en el caso de cualquiera 
de los bacteriofagos antes mencionados. 
La detecci6n de protefnas inducidas en la in-
fecci6n del huesped por fagos como T4 que detiene la 
sfntesis de prote1nas de la bacteria (29,30) o como 
T7 o )\ que la inhiben parcialmente (31,32) no pre-
senta dificultades. No obstante, ~29 cuando infecta 
a B. subtilis no detiene la sfntesis de protefna del 
huesped, por lo que para disminuir esta sintesis has-
ta unos niveles que permitan la identificaci6n de las 
protefnas virales, es necesario utilizar lw irracia-· 
ci6n con luz ultravioleta antes de la infecci6n con 
el fago (33-35). Por infecci6n de B. subtilis, previa-
mente irradiada con luz ultravioleta, con el fago ~29 
se ha detectado la existencia de 19 (36), 23 (37), 21 
(38) y 22 (39) protefnas inducidas. De acuerdo con el 
6 . 
hecho de que dos de estas proteinas son el precursor 
y el fragmento producto del procesado del mismo en 
la sintesis de la protefna que forma los ap~ndices 
del cuello de ~29 (40,41)' el maximo numero de pro-
teinas inducidas detectadas despues de la infecci6n 
con ~29 es de 21. Si la sintesis de todas estas pro-
tefnas inducidas esta determinada por el DNA de ~29, 
el 90% de la informaci6n genetica del DNA viral serfa 
empleada en la sintesis de las mismas. 
Aunque han sido obtenidos mutantes termosen-
sibles de ~29 agrupados en 11 grupos de complementa-
ci6n por Talavera y col. (42) y en 13 grupos de com-
plementaci6n por Hagen y col. (43), para caracterizar 
las proteinas cuya s1ntesis esta determinada por los 
diferentes genes de ~29 y para estudiar la morfogene-
sis viral, es necesario obtener mutantes sin sentido 
del fago. Con este objeto han sido aisladas varias 
) 
estirpes supresoras de B. subtilis (44-46}; habiendose 
+3 . determinado en el caso de la estirpe su de George-
poulos (45) y en el caso de la estirpe HA-101B de 
Okubo y Yanagida (44) que el supresor contenido en las 
mismas es un supresor de mutaciones sin sentido cuya 
eficiencia de supresi6n es de un 10%. ( 4 7) y de un 2 7% 
(48), respectivamente. 
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Utilizando estirpes de B. subtilis derivadas 
de la estirpe su+ 3 (45), se han obtenido rnutantes sen-
sibles a supresor de ~29 por Moreno y col. (49) agru-
pados en 13 grupos de cornplernentacion, por Reilly y 
col. (50) y por Anderson y Reilly (51) agrupados en 
14 grupos de complementacion, y por r-.1cGuire y col. (38) 
agrupados en 8 grupos de complementaci6n. Moreno y 
col. (49) complementaron su colecci6n de mutantes sus 
de ~29 con la de mutantes ts de Talavera y col. (42) 
agrupando los mutantes de ambas colecciones en un to-
tal de 17 grupos de complementacion (49). 
Con objeto de comprobar el numero de cistrones 
en los que habian sido obtenidos rnutantes letales con-
dicionales de S29, se procedi6 a la integraci6n de los 
rnutantes representantes de grupo de las colecciones de 
mutantes ts de Hagen y col. (43) y Talavera y col. (42) 
y de mutantes sus de Reilly y col. (50) y Moreno y col. 
, 
(49) mediante experimentos de complementaci6n y a su 
ordenaci6n en un mapa gen€tico para facilitar la adop-
ci6n de una nomenclatura comun, mediante experimentos 
de recornbinaci6n con cruces de dos y tres factores. 
Los agentes rnutag€nicos ernpleados en la ob-
tenci6n de los mutantes de ~29 pertenecientes a las 
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diferentes colecciones habian sido acido nitroso, 
hidroxilamina, nitrosoguanidina, bromodeoxiuridina 
y trietilen melamina; por ello y con objeto de com-
probar si empleando otros agentes mutagenicos, podfan 
obtenerse mutantes de J,129 en cistrones en los que aun 
no se poseian, se ha ensayado en un primer paso la 
irradiaci6n con luz ultravioleta de las part!culas 
de fago en suspension. 
La utilizaci6n de estirpes derivadas de B. sub-
+3 tilis su como estirpes supresoras para el aislamien-
to de los mutantes sus de J,129 pertenecientes a las di-
ferentes colecciones, puede suponer, dada su debil efi-
ciencia de supresi6n (47) un impedimenta para la ob-
tenci6n de mutantes sus en determinados cistrones, es-
pecialmente en aquellos que determinen la sintesis de 
prote1nas que se necesiten en grandes cantidades para 
el desarrollo del fago. Por ello, se proc~di6 a ais-
lar una estirpe supresora de B. subtilis.cuya eficien-
cia de supresi6n fuera mas elevada que la que posee la 
+3 
estirpe su 
En Escherichia coli, se han aislado varias es-
tirpes supresoras de mutaciones sin sentido (52-54), 
habiendose determinado que los tripletes UAA (ocre) 
9 
' . 
(53,55) y UGA {6palo) {54,56) pueden ser solamente 
reconocidos, respectivamente, por supresores ocre y 
6palo; sin embargo, el triplete UAG (ambar) (55,57) 
puede ser reconocido por supresores ambar y ocre in-
distintamente, lo que est& de acuerdo con la hip6tesis 
del relajamiento en al apareamiento codon-anticodon 
propuesta por Crick (58). 
La presencia de cualquiera de estos tres tri-
pletes sin sentido en un RNA mensajero que se este tra-
duciendo, determina la terminaci6n de la cadena poli-
pept1dica que se este sintetizando (59) . El efecto 
de la terminaci6n de la cadena polipeptfdica puede ser 
suprimido como resultado de la producci6n de un tRNA 
alterado que sea capaz de reconocer el triplete sin 
sentido (60). Los supresores ambar y 6palo permiten 
que la continuaci6n de la sintesis de la cadena poli-
peptidica tenga lugar con una eficiencia de un 20-60%, 
mientras que los supresores ocre poseen una eficiencia 
de supresion mas debil (5-10%) (61). Los diferentes 
supresores caracterizados en E. coli insertan cada uno 
de ellos en la cadena polipeptidica un aminoacido ca-
racterfstico en la posicion correspondiente a la del 
triplete sin sentido que son capaces ·de reconocer (54, 
62-65). 
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El heche de que un mutante sin sentido de 
un fago sea correctamente suprimido por una estirpe 
bacteriana supresora dependera en primer lugar de la 
eficiencia del supresor, que determinara la cantidad 
de proteina sintetizada, cantidad que puede ser sufi-
ciente o no para el normal desarrollo del mutante, y 
en segundo lugar de la aceptaci6n del amino§cido su- 1. 
rninistrado por el tRNA que reconoce el triplete sin 
sentido, que puede hacer o no funcional a la proteina. 
Los supresores ocre suprimen normalrnente a mutaciones 
ambar que afectan a genes que determinan funciones ca-
taliticas, pero generalmente no suprimen a aquellas 
que afectan a genes que determinan funciones estequio-
metricas (66,67). Por lo tanto, los mutantes sin sen-
tido de un fago~ aislados en un supresor ocre podran 
ser mutantes ambar u ocre, probablemente en genes de-
terminantes de funciones cataliticas, pero los mutan-
I 
tes aislados en un supresor ambar, seran siempre mu-
tantes ambar y podran afectar tanto a genes determinan-
tes de funciones cataliticas como estequiorn~tricas. 
La eficiencia de supresi6n de la estirpe B. 
·subtilis su +), es s6lo de un 10% ( 4 7) , lo que sugiere 
que puede tratarse de un supresor ocre, y si la si-
tuaci6n es similar a lo que ocure en E. coli, los 
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mutantes sus de ~29 aislados utilizando como su-
. d . d d B bt"l" +J presores est1rpes er1va as e . su 1 1s su 
podrian ser mutantes ambar y ocre afectando a genes 
que determinen la sintesis de proteinas que se ne-
cesitan. en poca cantidad para el desarrollo normal 
del fago. Por otra parte, mutantes en genes que 
determinen la sintesis de proteinas que se necesitan 
en grandes cantidades, como las proteinas estructu-
rales mayoritarias u otras protefnas estequiometricas, 
podr1an no haber sido aislados utilizando este supresor. 
Con objeto de aislar una estirpe supresora de 
B. subtilis con elevada eficiencia de supresi6n, se 
. - + parti6 de una estirpe spoA leu derivada de B. sub-
tilis Mu8u5u5 leu- met thr su (45). La estirpe su+ 3 
tiene los requerimientos de metionina y treonina su-
prirnidos, y si se trata de un supresor ocre, uno de 
estos dos requerimientos, o ambos, pueden venir deter-
, 
minados por mutaciones ambar, lo que podria permitir 
aislar a partir de la estirpe su supresores ambar que 
suprimirian una o ambas mutaciones, lo que fenotipica-
mente se traduciria en la supresi6n de uno o de los 
dos requerimientos. Los supresores ambar, por otra 
parte, deberian suprimir a los mutantes sus de ~29 ob-
tenidos con la estirpe su+ 3 • ~-Ambos criterios han ser-
vido de base para el aislamiento y caracterizaci6n 
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del supresor buscado. 
La utilizaci6n de la nueva estirpe supre-
sora de B. subtilis permiti6 la obtenci6n de mutan-
tes sus de ~29 en 3 cistrones para los que no habfan 
sido encontrados mutantes sus por Moreno y col. (49). 
Basta presente, todos los mutantes sus de ~29 
localizados en el cistr6n 8 y pertenecientes a las 
diferentes colecciones, mostraron ser incapaces de 
sintetizar en condiciones restrictivas la prote1na 
mayoritaria de la cabeza del fago, protefna HPl, y la 
prote!na que forma las fibras de %29, protefna HP3 (39, 
40) . El aislamiento de nuevas mutantes sus de ~29 por 
mutag~nesis in vitro del DNA del fago o del fragmento 
.A del misrno producto de su digestion con la endonucle-
asa de restrj_cci6n EcoRI de ~coli (68) utilizando 
un sistema de selecci6n exclusive para mutantes sus 
en el cistron 8, as1 como los estudios realizados 
con estos mutantes y con rnutantes sus que estan afec-
tados en el ensamblaje de la protefna HP3 en la par-
ticula viral, permitieron determinar la parcial dis-
pensabilidad de esta proteina. 
MAIER I·A L E_s_ 
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1) BACTERI1\S Y FAGOS 
El hu6sped no permisivo, B. subtilis 168 
110NA try spoA su (69) se obtuvo del Dr~ P. 
Schaeffer a traves del Dr. F. Moreno. La bacte-
- - + 
ria permisiva, B. subt.ilis 168 M0-·99 (met thr ) 
+3 -
su spoA , se obtuvo del Dr. F. Moreno, quien la 
prepar6 por transformaci6n (70) de B. subtilis 
- - - + +3 Mu8u5u5 leu (met thr ) su (45) con DNA de B. 
subtilis Marburg 3NA spoA su (69). 
La bacteria no permisiva, B~ subtilis M0-101-
P spoA met thr su , se obtuvo tambien del Dr. F. 
Moreno quien la prepar6 por transformaci6n de la es-
tirpe B. subtilis Mu8u5u5 leu met thr su con DNA 
de B. subtilis Marburg 3NA spoA- su . La estirpe su-
presora de elevada eficiencia, B. subtilis M0-101-P 
spoA - - + +44 thr (met ) su se obtuvo a partir de la es-
I 
tirpe de B. subtilis M0-101-P su- como se describe 
en esta Tesis. 
Para los experimentos de rescate de marcadores, 
se utiliz6 la bacteria B. subtilis Mu8u5ul. su- obte-
nida del Dr. A. Portales. 
El fago ~29 normal, se obtuvo originalmente 
del Dr. B.E. Reilly. 
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Los mutantes sensibles a supresor F513, K91, 
K442, 056, A422, E74, E136, E138, H542, H525, B47, 
I44, L600, L53, L55, M1241; N212, N345, D241 y P112, 
pertencen a la colecci6n de Moreno y col. (49). 
Los mutantes sensibles a temperatura, tsF98, 
tsK132, tsC17, tsJ116, tsG93, tsA18, tsE54, tsH119, 
tsB108, tsD46, pertencen a la colecci6n de Talavera 
y cols. (42), y los mutantes tsQ1360 y tsi810, a la 
colecci6n de Moreno y cols. (49). Los mutantes sen-
sibles a supresor A628, B629, C717, D369, E626, F769, 
G614, H756, I302, 0683, J305, J662, K330, N724, L300 
y M741, pertcncen a la colecci6n de Reilly y col. (50). 
El mutante tsP219 pertence a la colecci6n de 
Hagen y co 1. ( 4 3) . 
En la Tabla I (ver resultados), se relacionan 
las colecciones de mutantes sus y ts de ~29 utiliza-
dos procedentes de Minneapolis (43,50) y de Madrid 
(42,49) frente al numero asignado a cada cistr6n en 
una nomenclatura comun a. todas ellas en virtud de su 
integraci6n en el mapa gen€tico lineal de ~29 ya es-
tablecido (49) . 
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Los mutantes sensibles a supresor A25, GlO 
y Hl, que presentan el fenotipo de lisis retrasada res-
pecto al fago normal y que est&n afectados en el ensam-
blaje de la prote1na que constituye las fibras del fago, 
se obtuvieron del Dr. B.E. Reilly. 
El fago 029 radioactive, marcado en la pro-
t~ina con s 35 fu~ obtenido de la Dra. M. Salas. 
2) MEDIOS DE CULTIVO 
La triptona, el extracto de levadura, el agar, 
la peptona, el medio para ensayo de antibi6ticos (Peni-
cilliurn assay) y el Triptose Blood Agar Base, se compra-
ron a Difco. 
La D-glucosa, a Fisher Scientific Co. Los L-
aminoacidos, a Sigma Chemical Co., y las sales, a Merck. 
3) PRODUCTOS RADIOACTIVOS 
La leucina-H 3 n.rnc/ml, 0.002 mg/ml) y la 
leucina-c14 (100 pC/rnl 0.028 mg/ml), se compraron a New 
Engldnd Nuclear. La Timidina-H3 (1 mC/ml, 0.017 mg/ml), 
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el hidrolizado de proteina-C (50 pC/ml, 55 mC/matomo 
3 de carbona) y el hidrolizado de protefna-H (1 mC/ml, TRK 
440, B.5) se compraron a The Radiochemical Center,Amersham. 
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4} ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILM1IDA 
La acrilamida y la N,N'-metilcnbisacrilamida, 
compradas a Bio-Rad Laboratories, se utilizaron sin 
recristalizar. 
La acrilarnida de Serva Feinbiochemica GMBH 
Co. y la N,N'-metilenbisacrilamida de Merck, se re-
cristalizaron antes de usarse. La tetrametiletilen-
diamina, se compr6 a Eastman Chemical Co. El SDS, a 
Sigma Chemical Co., y el persulfato sodico, a Canalco. 
La urea se compr6 a Fisher y se desioniz6 
con resina mixta de cambio i6nico, obtenida de Seta. 
5) DETERfv1INACION DE RADIOACTIVIDAD 
El.Butil-PBD, se compr6 a Ciba Ltd. el PPO 
y el dimetil POPOP, a Sigma Chemical Co., el tolueno, 
a Carlo Erba, y el papel de fibra de vidrio (Whatman 
GF/C y GF/A), a Reeve Angel. 
6) AUTORRADIOGRAFIA 
La pel1cula utilizada fue Kodirex para Rayos 
X, de Kodak. 
El Revelador Rapido para rayos X y el revela-
dor DX-80, se utilizaron indistintamente, as1 como el 
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Fijador Acido Rapido o el fijador FX-40 para pelicu-
la. de rayos X. Todos estos productos se compraron a 
Kodak. El pl~stico flexible Saran-Wrap o Handi-Wrap, 
utilizados indistintamente, se compraron a The Dow 
Chemical Company. 
7) AGENTES. ~~~T}TAGENICO~ 
El nitrite s6dico y el hidrocloruro de 
hidroxilamina se compraron a Merck. La N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina, se compr6 a Mann Research 
Laboratories Inc. El etilmetano sulfonate se ad-
quiri6 de Pfaltz and Bauer Inc. 
8) DNA DE 029 
El DNA lineal de ~29 y el fragmento EcoRI-
A de este DNA, fueron un obsequio de la Dra. M.R. 
Inciarte. 
9) SINTESIS DE DNA 
La droga HPUra fue un obsequio del Dr. N.C. 
Brown. La uridina se compr6 a Calbiochem. 
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10) MICROSCOPIA ELECTRONICA 
Las rejillas de cobre electrolitico (3 mm 
de di&metro, 200 mallas) se compraron a Veco_Zeep-
platen Fabrick N.V. El colodi6n se obtuvo de Mallin-
ckrodt Chemical Co. El acetate de isoamilo se compr6 
a Schuhardt GMBH y el acetate de uranilo a Merck. 
11) OTHOS PRODUCrros 
El 2-mercaptoetanol y la lisozima de clara 
de huevo se compraron a Sigma Chemical Co. 
La DNasa pancratica (electroforeticamente 
pura o recristalizada una vez) y la RNasa pancreatica 
(recristalizada una vez) se obtuvieron de Worthington 
Chemical Co. 
El adjuvante incomplete de Freund, se compr6 
a Difco. 
El fluoruro de fenil-metilsulfonilo se 
\ 
compr6 a Sigma Chemical Co. 
El etanol, el cloroformo, el ~ter, la ace-
tona y el acido tricloroacetico, se compraron a Merck. 
El papE~l Whatman 3MM, se compr6 a Whatman. 
El Tris, se compr6 a Sigma Chemical Co. 
El cloruro de cesio se compr6 a Merck y 
la sacarosa a May and Backer Ltd. 
12) EQUIPO 
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Bafios de agua con agitaci6n rotatoria de 
New Brunswick Co. Inc., modele G-76. 
Bafio de ambiente regulado por aire con agita-
ci6n rotatoria de New Brunswick Co. Inc., modelo G-25. 
Bafios de incubaci6n de Kowell y Lab-Line 
Instrument Inc. 
Centrifugas: Sorvall, modelos SS3 y RC2-B. 
Ultracentr1fugas: Spinco de Beckman, modelos 
L2-50 y L3-50. 
Espectrofot6metros: Beckman DU-2 y DB-GT 
y Spectronic de Bausch y Lomb. 
Estufas: Elektro Helios. 
pHmetro Radiometer, modele 25 con escala 
expandida. 
Liofilizadores Virtis, modele 1000145-MRBA 
y Thelco. 
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Fuentes de alirnentaci6n: E-C~ Apparatus 
Corp., Gelman Instrument Co., Buchler, rnodelo 3-1014A 
y Bio-Rad Laboratories, rnodelo 400. 
Cubetas de electroforesis: Hoefer Scienti-
fic Instruments, para geles cilfndricos y SE-520. 
Balanzas: Sartorius, Mettler tipo M-15 y 
Ohaus. 
Contador de colonias New Brunswich, rnodelo 
C-110. 
Fraccionadores de geles Mickle. 
Contadores de centellco liquido: Packard 
Tri~carb., modelos 3003, 3320 y Nuclear Chicago Marek 
II. 
L§mpara germicida de 15 W. de General Elec-
tric. 
Placa calefactora EGA. 
Densit6metro Chromoscan MKII de Joyce Loebl 
Co. 
_JJ__E T 0 D 0 S 
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1) MEDibS DE CULTIVO LIQUIDO 
Para el cultivo de bacterias para la valoraci6n 
del fago ~29, se utiliz6 medio LB (71) compuesto per 
triptona, 10 g/1, extracto de levadura, 5 g/1 y ClNa, 
5 g/1, suplementado con so4Mg 5 mH y D-glucosa 20 mN. 
Para los experimentos de marcaje de las proteln.as 
inducidas per el fago 029, para los experimentos de 
sfntesis de DNA per mutantes del fago ~29, y para com-
probaci6n de requerimientos en medic lfquido, las hac-
terias se crecieron en medic J, cuyas sales estan cons 
tituidas por P04HNa 2 50 mH, P04H2K 50 mM,_ Cl 2Mn 0,01 
mM, Cl 2ca. 0,1 mM, Cl 2Mg 5 mM, ClNH4 10 mM, so4 zn 0,01 
• 
mM, so4 (NH 4 ) 2 1 ~1 y "trazas de metales" compuestas 
cleo 0,25 X 10-8 mg/1, 0,025 X -8 por so4cu 10 mg/1, y 
Mo7024 (NH4)6 0,25 X -8 (7 2 ) . sales 10 mg/1 Las se su-
plementan con D-glucosa 20 mM y la mezcla de los 20 
aminoacidos naturales a concentraci6n final 0,1 mM ca-
da uno, excepto donde se indique otra cosa. 
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c) Media definido MM 
Para la comprobaci6n de requerimientos en me-
dio lfquido, se utiliz6 el media definido t1M compues-
to por las sales de Anagnostopoulos y Spizizen (73), 
suplementadas con ClNa 0,1 M, Cl 2Mn 0,01 mM, D-gluco-
sa 20 mM y la mezcla de los 20 aminoacidos naturales 
a concentraci6n final 0,1 mM cada uno, excepto donde 
se indigue otra cosa. 
2) MEDIOS DE CULTIVO SOLIDO 
Para la valoraci6n del fago ~29 y de los mutan-
tes, se utilizaron placas Petri conteniendo agar s6li-
do compuesto por medio LB suplementado s6~o con so4Mg 
5 mM y agar al 1,5%. El agar semis6lido, se prepar6 
con medio LB y agar al 0,6%. 
Para la comprobaci6n de requerimientos en me-
dio s6lido, se utilizaron placas Petri conteniendo 
agar s6lido compuesto por medio MM, suplementado como 
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se ha indicado, con excepci6n de la glucosa 1 y agar 
al 1 1 5%. 
3) TAMPON DE FAGO 
El tamp6n de fago utilizado (DF) 1 contiene 
ClNa 0 1 1 M, Cl 2Mg 10 mM y Tris-ClH 0,05 M, pH 7.8. 
En este medid_ el titulo de los fagos no cambia du-
rante varios meses a 4QC. 
4) ENSAYO DE FAGO 
Se emplc6 como bacteria indicadora B. subtilis 
IlONA su para fago normal y mutantes termosensibles 
y B. subtilis M0-99 su+3 6 B. subtilis M0-101-P su+ 44 1 
para los mutantes sensibles a supresor. La bacteria 
se creci6 en media LB su.plementado con glucosa 20 mM 
i hasta una concentraci6n aproximada de 5 x 10 celulas/ 
ml. El plaqueo se realiz6 sabre placas Petri prepara-
das como se indic6 en M~todos 2 a) . 
El fago se ensay6 segun el metodo de Adams (74): 
2 ml de agar semis6lido se mezclaron con 0 1 5 ml de un 
cultivo de bacteria indicadora con 0,1 ml de fago di-
luido hasta la concentraci6n deseada en DF. La mezcla 
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se extendi6 sobre una placa Petri que conten!a aproxi-
madamente 30 rnl de agar s6lido. Una vez solidificada 
la rnezcla de agar-celulas- fago, se incub6 la placa d~ 
rante la noche en una estufa a 30QC (excepto donde se 
diga otra cosa) , apareciendo una placa de lisis en el 
c~sped de bacteria indicadora por cada fago (·obacte-
ria infectada) presente. Teniendo en cuenta el numero 
de placas obtenidas y la diluci6n realizada, se puede 
calcular la cantidad de fago original. Las valoracio-
nes del fago est§n realizadas con un mfnimo de des di-
luciones distintas. 
La valoraci6n del fago total producido a lo 
largo de una infecci6n en la bacteria huesped, se rea-
liz6 tomando alfcuotas de 5 pl del cultivo infectado 
que se diluyeron en 0,5 ml de DF, conteniendo 250 pg 
de lisozima. Se incubaron 30 minutes a temperatura am-
biente y se plaquearon como se ha descrito. El numero 
I 
de placas de lisis obtenidas corresponde al n(~ero de 
fagos maduros en cada momenta del desarrollo. 
5) ANTISUERO CONTRA ~29 
Una cantidad de 2 x 10 11 partfculas de ~29 nor-
mal, contenidas en 1 ml de DF se rnezclaron con igual 
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volumen de adjuvante incomplete de Freund y se inyec-
taron intraperitonealmente en conejos. Este tratamien-
to se repeti6 tres veces con intervalos de una semana. 
Diez dfas despu~s de la Gltima inyecci6n, se.extrajo 
la sangre del conejo y se incub6 durante 30 minutes a 
56QC para inactivar el complemento y despu§s durante 
2 horas a 30QC para facilitar la coagulaci6n. El co&-
gulo se sedirnent6 por centrifugaci6n a 1.500 rpm du-
rante 5 minutes. El suero sobrenadante se almacen6 a 
-20QC. La constante de inactivaci6n de 029 obtenida 
vari6 entre 200 y 400 min- 1 . 
6) MULTIPLICACION _ __Q_E~_H~ 
Para la multiplicaci6n de ~29 normal o de los 
mutantes, se emple6 el m~todo de lisis confluente en 
media s6lido. Para ello se sembraron placas Petri en 
i 
condiciones permisivas con bacteria indicadora y el 
fago que se deseaba multiplicar en cantidad suficien-
te para producir lisis completa del c~sped bacteriano. 
El producto de la lisis confluente se resuspendi6 ana-
diendo a cada placa 4 ml de DF e incubando 4 a 6 horas 
a temperatura ambiente y en repose. ReGogida la resus-
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pensi6n se centrifug6 durante 5 minutes a 10.000 rpm 
para sedimentar restos de agar y de bacterias y el 
sobrenadante se pas6 a trav~s de filtros Millipore 
esteriles de 0,45 p de diarnetro de poro. El filtrado 
se alrnacen6 a 4QC. Las suspensiones de fago asf obte-
nidas alcanzaron tftulos entre 5 x 1010 y 1 x 10 11 
ufp/ml y por placa Petri recogida. 
Cuando se necesit6 obtener suspensiones de 
fago de mayor concentraci6n, el volumen procedente 
del filtrado se someti6 a centrifugaci6n a alta velo-
cidad durante 75 min a 40.000 rpm en el rotor 42-1 
de la ultracentrifuga Spinco L2-50 6 L3-50 y se re-
suspendi6 en, aproximadamente, un 0,8% del volumen 
de partida. Las nuevas suspensiones de fago asf pre-
... 12 12 paradas, alcanzaron t1tulos entre 1 x 10 y 5 x 10 
ufp/rnl. 
7) tv1UTAGENESIS DE 029 NORM.l\ .. L CON LUZ ULTRI\VIOLETA 
(UV) • 
La luz ultravioleta ha sido uno de los agentes 
mutag~nicos mas comunmente utilizados para el aisla-
miento de mutantes de bacterias y de bacteri6fagos a 
pesar de que aun hoy no esta del todo aclarado el me-
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canismo por el cual la luz UV ejerce su acci6n mutage-
nica, si bien parece depcnder en un primer paso de la 
formaci6n de dimeros de timina cuya presencia en una 
banda de DNA actuando como molde en replicaci6n, indu-
ce mutaciones par adici6n y/o delccci6n y transici~­
nes AT ----)' GC (75) . 
Para mutagenizar partfculas de ~29 infectivas 
con luz UV, se procedi6 de la siguiente manera : un 
volurnen de 5 ml de una soluci6n de ~29 normal en DF 
a concentraci6n de 1 x 1012 ufp/ml contenida en una 
placa Petri, sc irradi6 con una l§mpara germicida de 
luz UV a intensidad de 80 pA durante 150 segundos, 
lo que produjo una disminuci6n del 99,5% en la infec-
tividad del fago (figura 1). 
Alfcuotas de la soluci6n irradiada se segrega-
ron infectando a multiplicidad 0,1 diferentes cultivos 
de 1 ml de B. subtilis M0-99 su+ 3 a concentr~ci6n de 
1 x 10 8 c~lulas/ml. Se incubaron los cultivos infecta-
dos durante 90 minutes a 30QC con agitaci6n y se lisa-
ron artificialment~ con lisozima a concentraci6n final 
de 500 ug/ml, incubando 30 minutes adicionales a 30QC 
con agitaci6n. A continuaci6n, los lisados se centrifu 
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Figura 1. Inactivaci6n de ~29 normal por irra-
diaci6n con luz UV. 
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garon a 10~000 rpm durante 5 minutes para eliminar 
restos celulares y los sobrenadantes se almacenaron 
a 4QC. 
Los mutantes sensibles a supresor, uno por ca-
da cul tivo segregado (para evi tar repeticiones) _, se 
seleccionaron por su capacidad de crecer sobre B.sub-
tilis M0-99 su+3 , y no sobre B. subtilis IlONA su . 
+3 Cada cultivo segregado se plaque6 sabre su y de ah! 
se replic6 con un replicador de 121 agujas sabre su 
+J 1] .... . t!! b 1 y su ; aque .os que un1camente crec~an so re a es-
tirpe supresora se resuspendieron en DF y se volvieron 
a replicar con palillos est~riles. Los mutantes que 
se confirmaron se resuspendieron en DF y se almacena-
ron una vez multiplicados en condiciones permisivas, 
como se indic6 en M~todos 6. 
8) MUTI~.GENESIS DE B. SUBTILIS MO-l 0 1-Psu CON ETIL-
METANO SULFONATO. 
Los agentes alquilantes, etilmetano sulfonato 
y etiletano sulfonato sueron las prirneras sustancias 
qufmicas que mostraron poseer un elevado poder mutage-
nico. Estos agentes reaccionan con el DNA etilando la 
posicion 7 del anillo de pur~na de guanina o adenina. 
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Esta reacci6n es seguida de hidr6lisis del enlace pu-
rina-deoxirribosa y perdida eventual de la base puri-
ca de la cadena polinucleotfdica. La banda del DNA en 
la que se ha producido la eliminaci6n de la purina, 
cuando actue como rnolde en replicaci6n permitir& que 
frente al hueco producido, se inserte cualquiera de 
las 4 bases en la banda complementaria que est§ sien-
do sintetizada "de novo". La inserci6n de una pirimi-
dina incorrecta, o de una purina, provocara un cambio 
permanente en la secuencia de bases, esto es, se pro-
ducir~ la mutaci6n. Se pueden producir, par tanto, 
transiciones y transversiones. 
Osborn y col.{76)han demostrado la gran eficacia 
del etilmetano sulfonate como agente inductor de su-
presores arnbar en E. col~; por ello, se escogi6 este 
agente en nuestro laboratorio para la obtenci6n de un 
supresor de elevada eficiencia en B. subtilis. 
Para mutagenizar se emple6 el siguiente proce-
dimiento: 10 rnl de un cultivo de B. subtilis M0-101-P 
su spoA ~et thr creciendo exponencialrnente en MJ 
suplementado como se indica en M§todos 1b; a una con-
8 
centraci6n de 1 x 10 celulas/rnl, se centrifugaron a 
10.000 rpm durante 5 minutos y el sedimento se resus-
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pendi6 en la mitad del volumen original; una alicuota 
de 2 ml de la resuspensi6n, se diluy6 cuatro veces en 
. ···--'•" 
una mezcla que contenfa 7,6 ml de Tris-ClH 1 M, pH 
7,5 y 0,4 ml de EMS, con lo que la concentraci6n final 
de celulas result6 de 4 x 10 7 celulas/ml y la de EMS, 
del 4% (v/v). 
Como control de la estabilidad de las celulas 
en estas condiciones durante el tratamiento, una ali-
cuota de 1 ml de la resuspensi6n de partida se diluy6 
igualmente 4 veces en Tris-ClH 1 M, pH 7,5 en auscncia 
de agente mutagenico. 
Los cultivos se incubaron a 26QC con agitaci6n 
fuerte y, despues de 1 y 2 minutos, se tomaron alicuo-
tas de 2 ml que se filtraron a traves de filtros de 
ni trocelulosa de 25 rnrn de di.fimetro y 0, 4 5 Jl de diame-
tro de poro y se lavaron 3 veces con igual volumen de 
Tris-ClH 1M, pH 7,5, para eliminar el EMS. Las celu-
las se resuspendieron en MLB suplementado sqlo con 
so4Mg 5 mM por incubaci6n a 26QC durante 30 minutes 
con agitaci.6n suave. En la figura 2 se representa la 
estabilidad del cultivo no tratado con EMS frente a la 
letalidad de los tratamientos durante ~ y 2 minutos,a 
los que corresponden supervivencias del 0,5% y 0,25%, 
respectivamente. 
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Figura 2. Disminuci6n de la viabilidad de B. 
subtilis t-10-101-P su por tratamien-
to con EMS. 
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Las celulas resuspendidas se dejaron segregar 
en BLB suplementado como se indica en ~H~todos 1a 
hasta que alcanzaron una concentraci6n de 1 x 10 8 ce-
lulas/ml. Se centrifugaron entonces a 10.000 rpm du-
rante 5 minutos y se lavaron 2 veces con igual volu-
men de sales del media J, siendo resuspendidas des-
pues del ultimo lavado en 1/10 del volumen de partida 
de sales del media J, lo que da una concentraci6n de 
1 X 10 9 celulas/ml. 
9) SELECCION DE LA ESTIRPE SUPRESORA 
La selecci6n de la estirpe supresora se abord6 
utilizando el doble criteria que a continuaci6n se 
describe: 
Un volumen de 0,1 ml de la soluci6n de bacte-
rias mutagenizadas, segregadas y resuspendidas en sa-
les del media J, se extendi6 con un asa de vidrio sa-
bre placas Petri· conteniendo MM solido suplementado 
(como se indica en Metodos 2b) con mezclas de los 20 
amino§cidos naturales, en.las que se omitieron Met, 
Thr o ambos aminoacidos, a concentraci6n 0,1 mM cada 
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uno, para obtener colonias revertientes individuales 
que mostrar~n la facultad de poder crecer sin alguno 
(o los dos) de los requerimientos de la estirpe pa-
terna. Como control del nGmero de c~lulas puesto por 
8 placa (1 x 10 ) , un volumen de 0,1 ml de la misma so-
luci6n dilufda convenientemente, se sembro sobre pla-
cas Petri de M .. rv1 solido suplementado con la mezcla de 
20 amino~cidos naturales sin excluir ninguno de ellos. 
Todas aquellas colonias (eligiendo una por placa para 
evitar repeticiones) que mostraron la reversion busca-
da, se resuspendieron en 1 ml de MM liquido suplement~ 
do como se indica en M~todos 1c exceptuando el amino-
&cido o amino&cidos para el (o los) que presentaron 
reversion y fueron nucvamente ensayadas en MM solido 
como comprobacion. Una vez comprobadas, se volvieron 
a resuspender en 1 ml de MM lfquido suplementado analo 
gamente y se dejaron crecer a 37QC con agitaci6n hasta 
I 
que alcanzaron la fase exponcncial, memento en que se 
afiadio gl.icerol al 50% y se almacenaron los cultivos 
a -20QC. 
b) ~~!~~~~§!2_E2~-~~~E~~§!§!2_Q~ -~~!:9:-!2 !:§:~-§~§_9~ 
~~2· 
Gotas de soluciones de mutantes sus de ~29 de 
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la colecci6n de Moreno y col (49) a concentraci6n de 
7 10 ufp/rnl en DF, se pusieron con un complernentador 
de 25 varillas sobre placas Petri conteniendo MLB so-
lido preparado como se describe en M§todos 2a) , pre-
viarnente sembradas con 0,5 ml de cultivos en fase ex-
ponencial de cada uno de los revertientes selecciona-
dos, llevandose como cont.roles de lisis negativa y PQ 
sitiva, respectivamente, placas testigo previamente 
sembradas con B. subtilis IlONA su +3 y M0-99 su . Los 
revertientes que s6lo permitieron el desarrollo de 
algun(os) mutante(s) sus pero no del resto probado,se 
seleccion~ron y se comprobaron por plaqueo directo de 
los mutantes sus sabre ellos, llevando de nuevo pla-
queos de control negative y positive, respectivamente, 
sabre B. subtilis IlONA su +3 y M0-99 su . De esta for-
rna se seleccion6 la estirpe B. subtilis M0-101-P spoA 
b'lr (met-) 
10) IRRADIACION CON LUZ UV E INCORPORl\.CION DE RADIO-
ACTIVIDAD EN BACTERIAS. 
Las bacterias B. subtilis IlONA su , M0-101-
p su ' 
+3 +44 M0-99 su y M0-101-P su se crecieron en 
media definido (MJ) , conteniendo 20 aminoacidos (M~-
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todos lb) a concentraci6n de 0,1 mH cada uno, hasta 
8 . 
1 x 10 c6lulas/ml. Un volumen de 80 ml del cultivo 
de bacterias se concentr6 dos veces por centrifuga-
ci6n y resuspensi6n en la mitad de volumen de parti-
da de las sales del media (sales MJ). Los 40 ml de 
bacterias resuspendidas se pusieron en una placa Pe-
tri de 19 em de di&metro colocada en una plataforma 
giratoria y se irradiaron con una l§mpara germicida 
de 15 W colocada a 50 em de altura sobre la muestra, 
durante el tiempo que se indicar& para cada estirpe 
bacteriana. 
Despu6s de irradiaci6n, las bacterias se con-
centraron 2,5 veces para obtener una concentraci6n 
final de 5 x 10 8 c~lulas/ml en un medio (MJ) que con-
ten.la los aminoacidos a concentraci6n 0,5 mM. Las 
bacterias se infectaron con ~29 normal o con diferen-
tes mutantes sus a multiplicidad de infecci6n de 20 
fagos por bacteria y se incubaron a 37QC con fuerte 
agitaci6n. Siempre se llev6 como control un cultivo 
en el mismo medio de bacterias sin infectar. A dife-
rentes tiempos despues de la infecci6n, se sacaron 
alicuotas de los cultivos infectados para seguir el 
desarrollo del fago. 
35 
Al minute 15 despu~s de la infecci6n (excepto 
donde se indique otra cosa) , se sacaron alfcuotas de 
los cultivos infectados con mutantes sus, que se mar 
14 . 
caron con leucina-C (7,5 uC/ml; 0,02 mM), y alfcuo 
tas del cultivo infectado por el fago normal o del 
cultivo sin infectar, que se marcaron con leucina-H 3 
(25 uc/ml; 0,02 mM). Se utiliz6 3,3 veces m5s activi-
dad especffica de H3 que de c14 debido a que la efi-
ciencia do contaje de H3 es 3,3 veces menor que la 
14 de C . Asf, los resultados obtenidos en bacterias 
infectadas por el fago normal o sin infectar, son 
cuantitativamente comparables con los obtenidos en 
bacterias infectadas con mutantes sus. 
En aquellos casas en que los cultivos marcados 
iban a ser analizados posteriormente por electrofore-
sis en placa, tanto las bacterias infectadas con mu-
tantes sus o con fago normal, como las bacterias sin 
' 
· £ t 1 · t 1 ·. c14 1n·ec ar, se marcaron exc us1vamen e con euclna- . 
Al minute 60 despues de la infecci6n (excepto 
donde se indique otra cosa) , las bacterias se enfria-
ron en hielo y se sedimentaron por centrifugaci6n a 
10.000 rpm en el rotor SS34 de la centrffuga Sorvall 
a 4QC durante 10 minutes. 
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11) PREPAIU\.CION DE LAS PR0 1rEINAS HARCADAS EN PULSOS 
PARA ELECTROFORESIS. 
a) Electroforesis en tubo 
Cada sedimento se resuspendi6 en la mitad del 
volumen original en un tamp6n de lisis que contenfa 
Tris-Clll 30 m!-1., pH 6, 8, EDTA 1 mH, fluoruro de fenil-
metilsulfon.ilo 0,58 mM y lisozima, 500 yg/ml. La sus-
pensi6n se incub6 a QQC durante 2,5 horas, se congel6 
y descongel6 tres veces y se trat6 con RNasa pancre~-
tica a concentraci6n de 10 pg/ml durante 30 minutos a 
OQC. Para quitar amino§cidos radioactivos residuales, 
la protefna se precipit6 con ficido tricloroac6tico a 
concentraci6n final del 10% durante 15 minutos a OQC. 
El precipitado se sediment6 por centrifugaci6n en el 
rotor SS34 de la centrifuga Sorvall a 10.000 rpm du-
rante 15 minutos a 4QC y el sedimento se lav6 una vez 
con igual volumen de una mezcla de etanol-~ter en pro-
porci6n 1:1 y dos veces con etanol-~ter en proporci6n 
1:3. El sedimento final se sec6 bajo una corriente de 
nitr6geno y se prepar6 para la electroforesis como se 
indica m~s adelante. 
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Las protefnas se prepararon como se indica en 
el apartado anterior, con la diferencia de que la 
proteina se precipit6 por adici6n de 10 volGmenes de 
acetona e incubaci6n a 37QC durante 1 hera, seguida 
de centrifugaci6n a 5.000 rpm durante 30 minutes a 
temperatura ambiente y el residua se evapor6 a seque-
dad bajo una corriente de nitr6geno. 
12) ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 
continuo. 
Las muestras de protefna precipitada se disol-
vieron en 0,2 ml de tamp6n de disociaci6n que conte-
nfa Tris-ClH 0,0625 M, pH 6,8, SDS 2%, 2-merc~ptoeta-
nol 5% y urea 6 M, y se calentaron de 3 a 5 minutes 
en un bafio de agua hirviendo. 
Se llev6 a cabo la electroforesis en geles de 
10 em de longitud y 0,55 ern de di&metro, siguiendo el 
sistema descrito por Lacmmli (77). El gel de separa-
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ci6n contenfa acrilamida 10%, N-N'-metilenbisacrilami-
da 0,25%, Tris-ClH 0,325 M, pH 8,8, SDS 0,1% y tetra-
metiletilendiamina 0,05% y se polimeriz6 con un volu-
men 1/100 de persulfato am6nico, 37,5 mg/rnl. El gel 
de concentraci6n contenfa acrilamida 3%, N-N'-rnetilen-
bisacrilamida 0,25%, Tris-ClH 0,125 M, pH 6,8, SDS 
0,1% y tetrarnetiletilendiomina 0,1% y se polimeriz6 
como el gel de separaci6n. 
El electrolito que se utiliz6 se componfa de 
Tris 0,025 H, glicina 0,192 M, ajustado a un pH de 
8,6, conteniendo SDS al 0,1%. 
Las electrofore.sis se corrieron a 90 vol tios 
durante 5,5 horas. Los geles se cortaron en fraccio-
nes de 0,8 rnrn con un cortador de geles Mickle y las 
fracciones se pusieron en viales, a los que se ana-
di6 0,25 ml de SDS al 0,1%. Los viales se congelaron 
y descongelaron 3 veces y se incubaron durante la ne-
che a 37QC con agitaci6n suave para eluir la protefna 
del gel. 
La radioactividad presente en cada vial se de-
termin6 como se describe en Metodos 14, poniendo en 
cada vial un papel de fibra de vidrio Whatman GF/A 
de 2, 5 em de diametro y secando lentarnent.e a 8 0-85QC. 
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Las muestras de proteina precipitada se disol-
vieron en 75 pl de un tamp6n formado por Tris-ClH 
0,0625 M, pH 6,8, SDS 2%, 2-mercaptoetanol 5% y urea 
6 M y se calentaron de ~ a 5 minutes en un bafio de 
agua hirvicndo. 
Las placas de gel se formaron en un aparato de 
Hoefer Scientific Instruments de 30 em de longitud, 
14 em de anchura y 1,5 mm de grosor. 
El gel de separaci6n se prcpar6 a partir de las 
dos soluciones siguientes: 
I) Tris-ClH 0,325 M, pH 8,8, acrilamida 10%, 
N-N'-metilenbisacrilamida 0,25%, SDS 0,1%, tetrametil-
etilendiamina 0,05% y se afiadi6 1/200 (v/v) de persul-
fato am6nico, 25 mg/ml, para polimerizar el gel. 
II) Identica a la descrita arriba, pero con 
acrilamida al 20% y N-N'-metilenbisacrilamida 0,33%. 
Cada soluci6n enfriada previamente, se coloc6 
en las cubetas de un formador de gradientes lineales 
y la rnezcla se bombe6 en el aparato de ·electroforesis 
desde abajo. 
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El gel de concentraci6n que se utiliz6 ha sido 
descrito en M6todos 12a· .. Antes de polirnerizar el gel 
de concentraci6n, se introdujo en el aparato un peine 
formador de c~maras, que se retir6 cuando finaliz5 la 
polimerizaci6n. Las dimensiones de las c§maras para 
las muest.ras eran de 4 mm de larg-o por 1, 5 m1·n de an-
cho, espaciudas 2 ·, 5 rnm entre sf. 
El electrolito utilizado fue el que se ha des-
crito en M6todos l2a. La electroforcsis se llev6 a 
cabo durante 15 horns a una intensidad constante de 
20 rnA por placa. 
Una vcz finalizada la electroforcsis, los ge-
les se sccaron segfin una modificaci6n del m~todo de 
Fairbanks (78). Debajo del gel, se coloc6 una l§mina 
de pl§stico flexible Saran Wrap y en la parte supe-
rior se coloc6 papel Whatman 3 ~11'-1: y una tela de acero 
inoxidable. El gel preparado de esta forma, ~e intro-
dujo entre dos l§minas de caucho de silicona, una de 
las cuales tenia un orificio que se conect6 a una bom-
ba de vacio y se coloc6 sabre una placa calefactora a 
150QC, hasta que se sec6 (l-2 horas). 
El gel, ya seco, se puso en contacto con una 
pel.lcula Kodirex durante el tiempo que en cada caso 
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se indica, en completa oscuridad. La pelfcula se reve-
16 con revelador r&pido para Rayos X durante 3-5 minu-
tos y se fij6 con fijador r&pido para uso radiogrfifico 
durante 5 minutos. 
Para rcalizar la densitomctrfa de las placas de 
pelfcula de autorradiograffa, estas se cortaron en ti-
ras de aproximadamente 1 em de anchura y se midieron 
en el densit6mctro Chromoscan MKII, a una longitud de 
onda entre 610 y 690 nm. 
13) RECRISTALIZACION DE LOS REACTIVOS PARA ELECTROFO-
RESTS. 
Se realiz6 segGn el metoda descrito por Loening 
( 7 9) • 
a) Acrilamida 
Setenta gramos de acrilamida se disolvieron en 
1 litro de cloroformo a 50QC y la disoluci6n se filtr6 
por papel. El filtrado se dej6 cristalizar a -15QC du-
rante 12 horas y los cristales se recogieron por fil-
traci6n y se secaron en vacio. 
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Diez gramos de N-N'-metilenbisacrilamida se 
disolvieron en 1 litro de acetona a 459C. La soluci6n 
se filtr6 por papel y el filtrado se dej6 cristalizar 
a -15QC durante 12 h. Los cristales se recogieron par 
filtraci6n y sc secaron en vacio. 
c) Dodecilsulfato s6dico 
Se afiadieron 60 g de SDS a 2 litros de etanol 
97% en ebullici6n y se filtraron en caliente. El fil-
trado se dej6 cristalizar durante 12 h a temperatura 
ambient.e y los cristales se recogieron por filtraci6n 
y se secaron por liofilizaci6n. 
14) DETERMINACION DE RADIOl-1CTIVJ D.P ... D 
La determinaci6n de radioactividad insoluble 
en ~cido tricloroac€tico al 5%, se realiz6 por preci-
pitaci6n durante 15 minutes a QQC seguida de filtra-
cion en frio a traves de discos de fibra de vidrio 
Whatman GF/C de ·2,5 ern de diametro. Los filtros se 
lavaron con acido tricloroacetico al 5% frio y se co-
locaron dentro de pequefios viales (4,5 x 1,2 em) para 
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secarlos .en estufa a 120QC durante 1 hera. 
A los viales con los filtros secas se les ana-
dieron 3 rnl de l!quido de centelleo (4 g de_butil-PBD 
par litre de toluene a 50 rng de dirnetil-FOPOP y a 4 g 
de PPO por litro de toluene) y se contaron en contado-
res de centelleo lfquido Packard TriCarb o Nuclear Chi 
cago. 
La radioactividad total se deterrnin6 aplicando 
la alfcuota que se dcseaba contar directamente a un 
disco de papel de fibra de vidrio Whatrnan GF/A de 2,5 
em de di~metro y secando en estufa a 90-120QC. Una vez 
seco el filtro se afiadi6 al vial el lfquido de cente-
lleo y se cont6 en los contadores ya rnencionados. 
15) Iv1UrrAGENESIS D_E ,029 NORHAL CON N-HE'riL-N '-NITRO-
N-NITROSOGUANIDINA. 
La N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina es uno 
de los agentes rnutagenicos mas arnpliarnente utilizados 
sobre bacterias y bacteri6fagos, dadas sus amplias po-
sibilidades de inducir mutaciones, ya que actua sabre 
el DNA en replicaci6n rnutagenizando el punta de repli-
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caci6n· del cromosoma (80). Su acci6n es similar a la 
de los agentes alquilantes (descri.ta en ~1etodos 8) , 
metilando el nitr6geno en posicion 7 de la guanina, 
labiliz5ndose la uni6n de la base a la deoxirribosa 
y perdi6ndose eventualmente dicha base. Las posicio·-
nes que han quedado libres en la cadena del DNA, pue-
den, al replicarse la mol~cula de DNA, quedar ocupa-
das por cualquiera de las cuatro bases, dando lugar 
a la producci6n de transversiones y transiciones. 
La mutag6nesis de 029 normal con NG se llev6 
a cabo siguiendo cl m~todo de Moreno y col (49) 
un volumen de 5 ml de un cultivo de B. subtilis MO-· 
0 +4 4 . . d . 1 t 3 7 c 1 1-P su , crec1en o exponenc1a men e a Q , se 
infect6 con fago 029 normal a multiplicidad de infec-
ci6n de 10 fagos per bacteria. Despu6s de 15 minutes 
de incubaci6n a 37QC con agitaci6n, se afiadieron a 
la vez antisuero contra ~29 (de manera que la constan-
' 
-1 te de inactivaci6n fuera de 1 min ) y 100pg/ml de 
NG, y se prosigui6 la incubaci6n durante 10 minutes 
en las mismas condiciones. A este tiempo, se diluy6 
el cultivo infectado 5 veces y se distribuy6 en 5 tu-
bos, obtcniendose 5 cultivos con una concentraci6n 
de 20 yg/ml de NG. Se continuo la incubaci6n en ana-
logas condiciones durante otros 10 minutes, momenta 
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en el que se repiti6 la diluci6n de cinco veces y 
el reparto de cada cultivo en otros cinco, obteni~n-
dose as! 25 cultivos con una concentraci6n de 4 ~g/ 
ml de NG, a los que se permiti6 segregar en las mis-
mas condiciones de incubaci6n durante 115 minutos;os 
decir, basta el minuto 150 despu~s de la infecci6n. 
A este tiempo, se aftadieron 300 pg/ml de lisozima a 
los cultivos y se incub6 durante 15 minutos adiciona-
les en identicas condiciones para permitir la lisis 
completa de las c~lulas. 
Los cultivos J.isados se diluyeron 1000 veces 
para eliminar la actividad mutagenica residual de NG 
y se almaccnaron a 4QC. 
16) SELECCION DE MUTANTES SUS DE 029 
Los mutantes sus obtenidos por mutagcn~sis con 
NG fueron seleccionados de dos maneras diferentes: 
Los mutantes (uno por cada cultivo segregado 
para evitar repeticiones) se seleccionaron por su ca-
pacidad de crecer sabre B. subtilis M0-101-P su +44 y 
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no sobre ~-~~bt!:_lis 110NA su . Cada cultivo segrega-
do se plaque6 sobre la cstirpe su+ , y de ahl., con un 
replicador de 121 agujas, se replic6 sobre placas Pe-
tri previamente sembradas con IlONA su y M0-101-P 
+44 
su · ; aquellos que Gnicamente crecian sabre la es-
tirpe supresora, se resuspendieron en DF y se volvie-
ron a replicar con palillos est§riles. Los mutantes 
que se confirmaron, se resuspendieron en DF y se al-
macenaron, una vez multiplicados en condiciones per-
misivas, como sc indic6 en Metodos 6. 
Alicuotas de cada cultivo segregado, se mezcla-
ron con una concentraci6n aproximada de 2 x 10 8 c€lu-
+44 las/ml de ~_subtilis Mo-101-P su durante 10 minu-
tos para permiJcir la adsorci6n del fago; a continua-
ci6n se afiadi6 B. subtilis llONA su a una concentra-
ci6n aproximada de l x 10 8 celulas/ml y en un'a rela-
ci6n su-/su + = l/6 y se plaque6 la mezcla. Despues de 
incubar toda la noche a 30QC, las placas de lisis pe-
quefias, turbias y de morfologfa irregular, se replica-
ron con palillos esteriles sabre placas Petri previa-
mente sembradas con B. subtilis IlONA su y H0-101-P 
+44 t. t 11 ... . t su , respec-lvamen c, y aque as que unlcamen e ere-
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cfan en la estirpe supresora se resuspendieron en DF 
y se volvieron a replicar con palillos est~riles.Con 
los mutantcs confirmados se procedi6 como se indic6 
en el apartado anterior. 
17) COMPLEMENTACION 
Los mutantes sus de ~29 se sometieron a expe-
rirnentos de complernentaci6n con el fin de diferenciar 
mutantes lesionados en genes distintos. Los experi-
mentos de complementaci6n se basan en el test cis-
trans empleado por Lewis en Drosophila (81) y aplica-
do al bacteri6fago T4 de E. coli por Benzer (82). Al 
infectar dos rnutantes sus diferentes a una estirpe 
no supresora, el desarrollo de fago ocurrira normal-
mente si ambas mutaciones se encuentran en un gen di-
ferente; ahara bien, si las mutaciones afectaran al 
I 
mismo gen, el desarrollo de fago no ser!a superior al 
alcanzado por infecci6n individual con cada uno de los 
mutantes. 
I) . Los mutantes sus de ~29 obtenidos como se 
describe en M~todos 7, se clasificaron respecto a los 
grupos de complementaci6n ya ~stablecidos por Moreno 
y col (49), por ensayos en placa preformados de la si-
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guiente manera 
Gotas de solucioncs en DF de mezclas por pare-
jas de mutantes sus de 029 a concentraci6n de 10 7 
ufp/ml se pusieron sabre placas de MLB previamente 
sembradas con B. subtilis IlONA su-, con un complemeE 
tador de 25 varillas. Como control, se pusieron gotas 
de soluciones en OF a la misma concentraci6n de cada 
uno de los mutantes sus que se iban a complcmentar. 
Se consider6 complementaci6n positiva la aparici6n de 
lisis en la zona donde se puso la gota de la mezcla 
cuando en las zonas correspondientes a los mutantes 
por separado no se.observ6 lisis alguna. La complemeE 
taci6n se consider6 negativa cuando no tuvo lugar la 
lisis en la zona corrospondiente a la mezcla de mu-
ta1Ytes. 
II) . Los mutantes sus de 029 obtenidoa como se 
indica en M6todos lS~secJ.asificaron de acuerdo con los 
grupos de complementaci6n previamente establecidos 
por Moreno y col (49) y por Reilly y col (50) per en-
sayos en placa preformados de difcrente manera : 
Placas de lisis de cada mutante obtenidas por 
+44 plaqueo sabre B. subtilis M0-101-P su se replica-
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ron con palillos esteriles y, en el siguient.e orden, 
sabre placas de MLB previamcnte sembradas con B.sub-
!J.lJs 110NA su-, como control negativo, IlONA su 
6 7 . 
preinfectado con 2 x 10 -2 x 10 ufp/placa Petri de 
un mutante sus representante de grupo y M0-101-P su+44 
en Gltimo lugar, como control positi.vo. La complemen-
taci6n se consider6 neg a ti va cuando no se forrn6 pla-
cu. de lisis sabre la placa Petri sembrada con 110NA su-
preinfectada. 
En aqueJ.los casos en que tanto un tipo de en-
sayo en placa como el otro resultaron dudosos, o en 
que la complementaci6n result6 negativa, los rnutan-
tcs se clasificaron por el rn~todo de cornplementaci6n 
cuantitativa como se describe a continuaci6n. 
La cornplementaci6n cuantitativa de lo~ mutan-
tes sus .de ~29 se llev6 a cabo como describen Moreno 
y co~ (49), de la siguiente manera: un cultivo de 
1 ml de B. subtilis llONA su creciendo exponencial-
mente a 42QC en media MLB suplementado como se indi-
ca en M6todos 1a, a una concentraci6n de 1 x 10 8 c€-
lulas/ml, se infect6 con cada par de mutantes a mul-
tiplicidad de infecci6n de 1~ fagos par bacteria. 
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Despucs de 10 minutos de incubaci6n, el fago no ad-
sorbido se precipit6 por adici6n de antisuero contra 
029 de modo que la constante de inactivaci6n fuera 
-1 1 min -. Al minuto 15 despu~s de la infecci6n, el 
cultivo se diluy6 5.000 veces en MLB suplementado co-
rna se indic6 y se prosigui6 la incubaci6n durante 105 
minutes. A ese tiempo, se afiadi6 cloroformo al culti-
vo infectado para favorecer la lisis de las celulas 
y despu6s de 10 minutes adicionales de incubaci6n, 
la producci6n de partfculas infectivas se determin6 
par plaqueo sobre B. subtilis M0-101-P su+44 o B.sub-
·t] 
t.i.lis H0-9 9 su 
Siempre se llev6 un control de infecci6n sim-
ple de los rnutantes cuya complement.aci6n se queria e~ 
tudiar. La temperatura de incubaci6n a lo largo del 
ensayo fue de 42QC. El indice de complementaci6n es 
la producci6n de fago expresada como porcentaje de 
I 
la obtenida en c~lulas infectadas por el fago normal 
en las mismas condiciones. Cuando el indice de com-
plementaci6n es inferior al 0,5%, se considera, en 
l.lneas generales, como complementaci6n negativa. 
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18) RECOMBINACION 
Para la integraci6n de los mutantes sus de ~29 
obtenidos como se ha descrito (M§todos 7 y 15) y de 
los mutantes sus representantes de grupo de la colec-
cion de Reilly y col (50) dentro del mapa genetico 
de ~29 ya existente (49). Se realizaron cruces de dos 
y tres factorcs mediante las t6cnicas que se detallan 
a continuaci6n : 
Se realizaron como indican Moreno y col (49), 
siendo el procedimiento an&logo al descrito para los 
expcrimentos de complementaci6n cuantitativa (M~to-
dos 17b) con la excepci6n de que el hu~sped fue B.sub-
ti}-is H0-99 su+ 3 o B. subtilis H0-101-P su +44 y la 
temperatura de incubaci6n fue de 30QC. El tft~lo de 
partfculas infectivas se determin6 por plaqueo en 
una u otra estirpe supresora a 30QC; el nGmero de re-
combinantes de fenotipo normal, procedentes de mutan-
tes sus, se determin6 por plaqueo en B. subtilis 
IlONA su- a 30QC y los recombinantcs de fenotipo nor-
mal proccdentes de mutantes sus y ts, por plaqueo en 
B. subtilis IlONA su a 459C. 
. 52 
Las frecuencias de recombinaci6n se calcularon 
como 2 veces el nlimero de placas de lisis observadas 
en condiciones restrictivas dividido por el nGmero 
de placas en condiciones permisivas. El valor obteni-
do se multiplic6 por un factor de correcci6n debido a 
la eficiencia de plaqueo del fago normal, deterrninado 
para cada bacteria a las dos temperaturas utilizadas 
y en cada recombinaci611 efectuada. El porcentaje de 
recombinaci6n es 100 veces la frecuencia de recombina 
ci6n. 
b) Cruces de tres factores 
Los cruces de tres factores se realizaron s6lo 
cuando cl arden relativo de dos mutantes sus no se 
pudo establecer claramente por cruces de dos factores. 
El rn§todo empleado fue el descrito por Moreno y col 
(49) que se esquematiza a continuaci6n : Supongamos 
dos mutantes sus, que se encuentran en este caso, 
sus 1 y sus 2 . Para deterrninar su arden relativo, se 
construyeron los dobles rnutantes respectivos, como se 
indica mas adelante, con un mutante ts localizado a 
la izquierda o a la derecha de los dos mutantes sus. 
Si se efectuan ahara los cruces : (1) ·sus 1-ts x sus 2 
y (2) sus 2-ts x sus 1 , bastar§ determinar en la pro-
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genie el nurncro de recombinantes de feno·tipo normal 
+ para el car5cter sus (sus ) por plaqueo sabre B. sub-
tilis 110NA su a 30QC, y el nfimero de recombinantcs 
de fenotipo normal para el doble car§cter sus-ts + (sus 
ts+) por plaqueo sabre B~ subtilis 110NA su a 45QC. 
S . ] 1 . ... + +; + ~ lt 1 1 .a re ac1on sus ts sus es IDdS a ·a en e cruce 
(1) que en el cruce (2), el orden de los mutantes es-
t 1 . d ~ t . 1 1 . _,# + +; uc J.a os sera, .s-sus1-sus2 ; s1 a re ac1on sus ts 
+ sus es m&s alta en el cruce (2) que en el cruce (1), 
19) SINTESIS DE DNA EN BACTERIAS INFECTADAS 
La droga 6-(p-hidroxifenilazo)-uracilo (HPUra) 
inhibe la sintesis del DNA de la bacteria, sin afec-
tar ala sl.ntesis de DNA del fago (83,84,38): por in-
teraccionar especificamente con la DNA polimerasa III 
del huesped (85,56). 
Con objeto de comprobar si mutantes sus o ts 
asignados a cistrones implicados en la sintesis de 
DNA (83,39) por los criterios de cornplementaci6n y 
recombinaci6n (Metodos 17,18), manifestaban el fenotipo 
DNA (sintesis de DNA negativa en condiciones restric-
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vas), sc utiliz6 el siguiente procedimiento (38) 
un cultivo en MJ suplementado como se ha descrito 
(Metodos lb) de B. s~bti~~~ 110NA su-, crcciendo ex-
ponencialmente hasta que la concentraci6n de. bacte-
rias fue de 1 x 10 8 c~lulas/ml, se concentr6 5 ve-
ces por centrifugaci6n a 10.000 rpm durante 5 minu-
tes en el rotor SS34 de la centrffuga Sorvall, y re-
suspcnsi6n en el mismo media suplementado de la mis-
rna manera, pero con los amino&cidos a concentraci6n 
0,5 m!'1 on vez de 0,1 mH. Ala resuspensi6n se afiadi6 
HPUra 0, 4 mH y uridina a concentJ: aci6n final de 200 
pg/ml. Las c6lulas se infectaron con ~29 normal o 
con los difercntes mutantes a una multiplicidad de 
infccci6n de 20 fagos por bacteria, y se marcaron 
desde la infecci6n con timidina-H 3 (2yC/ml, 19 C/ 
mmol) . En cada experimento se llev6 un control de ce-
lulas sin infectar. A difcrentes tiempos se tomaron 
alfcuotas de los cultivos infectados para determinar 
radioactividad insoluble en &cido tricloroac~tico al 
5% frfo como se describi6 en Metodos 14. A varios 
tiempos despues de la infecci6n se tomaron tarnbien 
alfcuotas para ~eguir el desarrollo del fago en los 
cultivos infectados (M~todos 4). 
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2 0) PREFJl,HACION DE DOBLES MU'I'ANTES 
Los dobles mutantes sus-ts se prepararon por 
recombinaci6n como se ha descrito en Metodos 18a 
(cruces de dos factor0s) pcro en este caso, las pla-
cas de l.isis obtenidas por plaqueo sobre la estirpe 
supresora a 30QC, fueron replicadas con palillos es-
tGriles (en el siguiente arden) sabre placas Petri 
de MLB, previamente sernbradas con ~~e_!:_:ilis llONA 
su , ~-~~!2t.ili.s H0-99 su +3 y B. su})_tili~ .£'.10-99 su +J 
que se incubaron a 30QC, 45QC y 30QC, respectivamen-
te. 
Los dobles mutantes sus-ts serfan incapaces 
de desarrollarse en las dos primeras condiciones, pa-
ra hace1~1o unico.mente en la tercer a; el recombinante 
de fenotipo normal ser& capaz de desarrollarse en 
las tres condiciones. Los presuntos dobles mutantes 
I 
asi obtenidos, se plaquearon de nuevo sabre B. subti-
3 lis M0-99 su a 30QC y las placas individuales se 
rcplicaron de nuevo en las condiciones antes citadas. 
Aquellos mutantes para los que se confirm6 que posefan 
la doble mutaci6n, se identificaron por complcmenta-
ci6n cualitativa primero (como se indiba en M~todos 
17a , I y II), se multiplicaron en condiciones per-
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misivas (M6todos 6) y nuevamente se identificaron por 
complementaci6n cuantitativa (M6todos 17b) . Los do-
bles mutantes asi caracterizados se almacenaron a 4QC. 
21) OBTENCION DE CELULl~S COJ'.:lPErrENTES PAHJ\ RESCATE DE 
MARCADOHES. 
Se ernple6 el procedimiento descrito por Bott y 
\\' i 1 son ( 8 7 , 8 8 ) , ope r fin c1 o s e de 1 a s i g u i en t e forma : 
una colonia de la eslirpe B. subtilis Mu8u5u1· creci-
da durante un rn!nirno de 15 dfas en una placa de agar 
(Difco Tryptose Blood Agar Base) , se inocul6 en media 
para ensayo de antibi6ticos de Difco y se cultiv6 du-
rante 8 horas. Al cabo de este tiempo, las c~lul~s se 
sedimentaron por centrifugaci6n a 10.000 rpm durante 
5 minutes y se resuspendieron en igual volumen de sa-
les inorganicas (P04H2K 0,06%, P04HK 2 1,4%, citrate s_Q I 
dico 0,1%, so4 (NH 4 ) 2 0,2%, so4Mg 0,07%); una alicuota 
de la resuspensi6n se afiadi6 a un rnedio para el ere-
cimiento formado par las sales inorg5nicas suplernenta-
das con glucosa 0,5%, 25 pg/ml de los amino&cidos, his-
tidina, tript6fano, arginina, valina, lisina, treonina, 
glicina y aspartico, 50 pg/ml de los aminoacidos leu-
cina e isoleucina y 75 pg/ml de metionina, de modo 
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que se obtuviera en la siembra una densidad 6ptica a 
420 nm comprendida entre 0,05 y 0,1. 
El cultivo se mantuvo a 4QC en reposo durante 
la neche y al dfa siguiente se permiti6 el crecimien-
to par incubaci6n a 37QC con agitaci6n, siguiendo su 
desarrollo por medidas de densidad 6ptica a 420 nm a 
diferentes tiempos. Se defini6 To (Fig. 3) como el 
momenta en que el crecimiento dej6 de ser logarftmico. 
En nuestras condiciones, la eficiencia maxima para el 
rescate de marcadores se obtuvo a T3 (3 horas despu§s 
de To) . 
FRAGMENTO EcoRI A. 
Cuando un acido nucleico se trata con'acido ni-
troso, las bases citosina y adenina son desaminadas 
para dar, respectivamente, uracilo e hipoxantina, y 
el resultado es un cambia en el apareamiento, puesto 
que el uracilo es capaz de ~parear con adenina, e hipo-
xantina puede aparear con,citosina, provocando en la 
siguiente ronda de replicaci6n del DNA, respectivamen-
0 (\J 
0.5 
_j _____ , _ j ·-'-----~-·~I ______ L ____ ~I 
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Obtenci6n de B. subtilis en fase 
competente. 
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te, sustituciones de una purina (guanina) por otra 
(adenina) y de una piridimina (timina) por otra (ci-
tosina) , y con ello transici.ones de pares de bases 
G-C a pares A-T y de pares 1-\-'r a pares G-··C. 
Para mutagenizar el DNA lineal de $129 o c.l £rag-
menta EcoRI-A del mismo, se sigui6 el procedimiento 
de~ St..rack y col. (89), operandose de la siguiente for-
ma : el DNA lineal de %29 o el fragmento EcoRI-A se 
diluyeron en acetato s6dico 0,5 M tamponade con ClH 
a pH 4 1 2 1 a una concE.'ntraci6n final de l 00 pg/ml y 50 
pg/ml,respectivamente. A esta soluci6n se afiadi6 N0 2Na 
a concentraci6n final 0,1 M. La mezcla se incub6 du-
rant:.e 60 minu·tos a 379.C con agitaci6n suave, se par6 
la reacci6n diluyendo 10 veces en 0,1 x sse y se en-
say6 a cont.inuaci6n roseate de marcadores como se in-
dica mas ac1elante. El tratarnicnto en estas condicio-
nes di6 una viabilidad alrededor del 10% par~ el DNA 
lineal de $129 (figura 4). 
La acci6~ mutag~nica de la hidroxilamina sabre 
el DNA, se debe a su capacidad de reacci6n, prfictica-
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Figura 4. Inactivaci6n del DNA lineal de ~29 
por tratamiento con ~cido nitroso. 
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mente especffica, con citosina, dando lugar a 4,5-dihi-
dro-4-hidroxilaminocitosina y la forma tautom~rica m§s 
frecuente de este compuesto es incapaz de aparear con 
guanina en la replicaci6n del DNA, apareando en cambia 
cor1 adcnin0, dando lugar asf a transiciones de pares 
de bases G-C a pares A-T. 
Para mutagenizar el DNA lineal de 029 o el frag-
menta EcoRI-A del misrno, se procedi6 como ha sido ya 
descrito par StracJc y col (89) y par Freese y col (90), 
oper~ndose de la siguiente manera : a una mezcla forma-
da por ClNa 5 M y NaOII 10 M se afiadieron el DNA lineal 
o el fragmento EcoRI-A a concentraciones finales de 100 
pg/ml y 50 pg/rnl, rcspectiv3mente, hi.drocloruro de hi-
droxilamina a concentraci6n final 1 M y H2o destilada 
+ est~ril, de manera que la concentraci6n final de Na 
fuera 3 My el pH de la soluci6n final fuera de 6,2. 
La rnezcla se incub6 a 75QC durante 60 ;minutes 
en reposo. La reacci6n se par6 diluyendo 10 veces en 
0,1 x sse y se ensay6 inmediatamBnte el rescate de mar-
cadores como se indica m&s adelante. El tratamiento di6 
una viabilidad alrededor del 10% para el DNA lineal de 
~29 (figura 5). 
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nidina. 
La acci6n mutng6nica de la nitrosoguanidina in 
vivo es debida a la metilaci6n de la guanina en el 
DNA. No obstante, ha sido descrito por La Palla y colQ 
(91) que lil nitrosoguanidina en soluci6n, en condicio-
nes que favorecen su descomposici6n, es capaz de inac-
tiva:c el DNA transformante, t_anto a un pH superior a 
5, 5 como u. pH inferior, quiz a dc~bido, en el primer ca-
so, a rnetilac:L6n, ya que la nit.rosoguanidina puede des 
componersc en N-nitrourea y un i6n metildiazonio, o 
quiza debi.do, en el segundo caso, a deami.naci6n, des-
componi~ndose en N-mctil-N'-nitroguanidina y 5cido ni-
troso. 
Con objeto de comprobar si en condiciones de 
dcscomposici6n de nj.trosoguanidina y por tanto, de 
inactivaci6n del DNA, podrfa este agente ejercer algu-
na acti v.·i_dad mutag&nica, se intent6 mutagenizar in vi-
tr~ el DNA lineal de .029 o el fragmento EcoRI-A de es-
te DNA, mediante el siguiente procedirniento : la solu-
ci6n formada poi Tris-ClH 0,05 M, pH 7,5, DNA lineal 
de ~29 o fragmento EcoRI-A a concentraciones finales 
de 100 pg/ml y 50 pg/ml,rcspcctivamente, y nitrosogua-
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nidina a concen·traci6n final de 1 rng/ml, se incub6 a 
37QC con agitaci6n suave durante 4 horas. La reacci6n 
se par6 diluyendo 10 veces en 0,1 x sse y se ensay6 
inmedi~tamente rescate d~ marcadores como se indica 
mas adt~lante. 
En las condiciones del tratamiento, la nitro-
soguanidina se descompone en un 68% (98) y la inacti-
vaci6n del DNA lineal de 029 en la transfecci6n llega 
a ser del 90% (figura 6). 
23) SELECCION DE MUTANTES SUS DE 029 EN EL CISTRON 8. 
La selecci6n de los mutantcs sus del fago en 
el cistr6n 8, obtenidos por mutagenesis i~~it£<2 1 se 
llev6 a cabo en dos pasos consccutivos, que se descri-
ben a continuaci6n : 
Cultivos de 1 ml de B. subtilis Mu8u5u1· compe-
tente en T3, obtenidas como se describe en M6todos 20, 
se infectaron con el dohle mutante sus4(56)-tsg(93) a 
multiplicidad de infecci6n de 20 y se superi.nfcctaron 
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Fig~1.r(l 6. Inacti vaci6n del DNA lineal de .029 
por tratamiento co11 ni trosoguanidina. 
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con DNA lineal de 029 o fragmento. EcoRI-A, mutageniza-
des, a concentraciones de 1 pg/ml y 0,5 pg/ml, respec-
tivamente. Los clJltivos se incubaron a 37QC con agita-
ci6n durante 30 minutos, al cabo de los cuales se afia-
di6 a cada cultivo antisuero contra 029 (10 pl) para 
precipitar el fago no adsorbido y DNasa a una conccn-
traci6n final de 100 pg/ml para digerir el DNA no in-
corporado, continu~ndose la incubaci6n en las mi.smas 
condiciones durante 10 minutes. Las c6lulas se sedimen 
taron y rcsuspendieron en 1 ml de DF y alfcuotas o di-
luciones convenie11tes de las mismas se plaquearon para 
titular centres infectivos (bacterias infectadas) como 
se ha de::-;cri to (Metodos 4) empleando R. subt~l:Ls M0-
99 +J b t . . d. ,"J • b d 1 1 su como ac ·erla 1n 1cauora e 1ncu an o as p a-
cas a 45QC. Los centres infectivos asf obtenidos se re-
suspendieron en 1 rnl de DF y se almacenaron a 4QC. 
En todos los cases, se llevaron como controles 
i 
las infecciones simples por el doble mutante, por el 
DNA lineal de ~29 o el fragmento EcoRI-A y las infec-
ciones dobles de mutante y DNA o fragmento sin haber 
sido disuelto en la mezcla mutagenica y a los 0 minu-
tos de tratamiento con el agente mutag~nico. 
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Siempre se llev6 un control de rescate de marca-
dares titulando los centros infectivos por plaqueo so-
bre B~ subtilis llONA su e incubando .las placas a 45QC, 
condiciones en las que ~~6lo puede desarrollarse .029 nor-
mal. 
En las infecciones simples con DNA lineal de .029 
o con fragmento EcoRI-A, la aparici6n de centros infec-
tivos fue siempre ncgativa. 
Los centros infectivos rcsuspendidos se pla-
+3 quca.ron sobrc B. subt--.ilJ..s M0-99 su a 45QC y las pla-
cas de lisis obtcnidas se replicaron con palillos est~-
riles, y en el siguiente orden, sobre placas Petri pre-
- -
viamcnte sembradas con B. subtili.s IlONA su , llONA su 
preinfectado con 2 x 10 7 ufp/placa Petri del mutante 
+3 ' sus 8(769) y M0-99 su (an§logamente a como se hades-
crito en M§todos l7a II). Las placas se incubaron a 
30QC.durante la noche. 
Los mutantes sus en el cistr6n 8 ser&n incapa-
ces de desarrollarse en las dos primeras condiciones 
para hacerlo unicamente en la tercera. El fago normal 
sera capaz de desarrollarse en las tres condiciones y 
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un ntutante sus en cualquier otro cistr6n, se des<.trro-
11 ara en las dos ultima s condicic)nes solamente. 
Los prcsuntos mutantes sus en el cistr6n 8 asr 
obt.eniclos, r~e l~>laguE.>aron de nuevo sobre B.. sub·tilis 
+3 M0-99 su a 30QC y las placas individuales se repli-
caron de nuevo en las condicjones antes citadas, pero 
invirtiendo el orden de las p1acas situadas en prime-
ra y ultima posicion, de forma que la condici6n total-
1nente pcrmisiva fuera en primer lugar para evitur que 
el pres unto mutante a confirmcu:, pudiera contamina:cse 
con cl mutantc sus8(769). 
Aquellos mutantes para los que sc confirm6 que 
pertenccian al cistr6n 8, se identificaron nuevamente 
por complementaci6n cuantitutiva como se describe en 
MCLodos 17b y se localizaron gcn6ticarnente por cruces 
de dos factores (M~todos 18a). 
Se seleccion6 solamente un mutantc en el cis-
tr6n 8 por centro infectivo p2ra evitar repeticiones. 
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24) PREPJ'..R!\CION DE Pl\RTICULA~:: DI;: FAGO MARCi\DAS 
Para la obtenci6n de las particulas mar-
cad as radioacti vamcn-Lc~, producidas en condiciones 
rc-;strictivas por lo~-> mutantes sus de ;629, ~~?-]~t-~lis 
· 11 0 N A s u- , s c c rc c i_ 6 a 3 7 Q C en med i o de fin i do HlJ sup 1 e-
mentddo con;o se indic6 en Metodos 1b. , hasta una con-
certtrac:i6n de 1 X 10 8 celulas/rnl. Las bacterias se 
concentraron por centrj_fugaci6n a 10.000 ~cpm en el 
rotor SS34 de la centrifuga Sorvall durnnte 5 minutos. 
Las celule1;:.; se resusp2ndieron a una conccntraci6n de 
5 x 10 8 c6lulas/ml en MJ, suplcment~do con glucosa 
20mM y la mezcla de amino§cidos a concentraci6n de 0.5 
n~ cada uno, se afiadieron 20 pC/ml de] hidrolizado de 
protclna -H 3 o 2. 5 pC/rnl del hidrolizado de prote.lnel-
14 C y se infcctu.ron con los diversos mutantes sus de 
~29 a una multiplicidad de infccci6n de 20 f~gos por 
bacteria. Los cultivos infcctados se incubaron a 37QC 
hasta que lisaron o durante 120 minutos si los mutantes 
sus empleados eran defectives en lisis. Durant.e este 
tiempo se valor6 la producci6n de fago total y la in-
corporaci6n de radioactividad en material insoluble 
en &cido tricloroac§tico al 5%. Una vez lisados los 
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cultivos, bien naturalmente o bien artificialmcnte 
par adici6n de 500 pg/ml de lisozima, s~ afiadieron 1 
p.g/rnl de DNasa, 1 pg/ml de RNa sa pancreatica y 15 pg/ 
ml de lisozima, incub§ndose durante 30 rninutos a 37QC 
A continuaci6n se centrifugaron los cultivos a 10.000 
rpm durante 10 minutos en el rotor SS34 de la centri-
fuga Sorvall a 4QC para eliminar rcstos celulares, y 
el sobren~dante se ccntrifug6 90 minutos a 40.000 rpm 
a 4~ en el rotor 42.1 de la ultracentrifuga Spinco 
L3-50. El sedimento se resuspendi6 en 0.5 ml de DF 
y se puso en la parte superior de un gradiente de ClCs 
3 por capas de densidades 1.1, 1.3 y 1.5 g/cm . Se cen-
trifug6 40 minutos a 40.000 rpm a lSQC en el rotor SW 
50 L de la ultracentrifuga Spinco L3-50 y se fraccion6 
el gradiente, cont§ndose la radioactividad presente en 
cada fracci6n tomando una alicuota que se precipit6 
con §cido tricloroac~tico al 5%. Las fracciones que 
I 
contenian el fago, se dializaron frente a DF· y se 
almacenaron a 4QC. 
25) ANALISIS DE LAS PARTICULAS DE FAGO. 
Las partfculas de fago producidas en con-
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diciones restric-Livas por el mutant::.e sus 14 (1241), 
d ·3 1 ... 1 marc~: as con H en a pro·telna, se mezc aron con 
las partfculas de fago producidas por los diversos 
mutantes, en las mismas condicionc::_;, marcadas con 
14 C en la prote1na y se diluyeron hasta un volumen 
de 5 ml con DF se afiadieron 0.68 g de ClCs por gra-
rno de la sol uc i6n fo:crnada, de modo que la den~>idad 
resul~ante fuera de 1.4~ g/crn3 y sc centrifug6 hasta 
equilj_brio en el rotor Ti. 50 de la ul tracentrl.fuga 
Spinco 13-50 a 15QC durante 37 horas a 25.000 rpm. 
Los gradientes ~~c fraccionaron y se determin6 la 
radj_oactividad insoluble en acido tricloroi:icet:ico 
al 5% para cuda fracci6n. 
Las part}cnlas de fago del mutante sus 14 
(1241) tiencn 1~ misma densidad que el fago normal 
y se utilizan por ello como marcadores de esa posi-
cion ( 9 2) • 
En cada una de las dos camaras de un forma-
dor de gradientes se pusieron 2.5 ml de dos solucio-
nes de sacarosa del 5% y 20% (peso/volumen) en DF. 
El gradientc de sacarosa que se form6 se recogi6 sobre 
68 
un tubo de nitrocelulosa de 5 ml de capacidad. En 
la parte superior del gradiente se puso una mezcla de 
las partfculas de fago producidas por el mutante sus 
3 14(1241) marcadus con H en la proteina como marca-
dor de posici6n de sedimentaci6n, y de las particulas 
14 producidas por los diversos mutantes, marcadas con C 
en la protcina. Los gradientes se centrifugaron duran-
tc 25 minutos a 4QC a 35.000 rpm en el rotor SW 50.1 
de la ultracentrifuga Spinco L3-50, y se fraccionaron, 
dctermin5ndose la radioactividad insoluble en &cido 
tricloroacetico al 5% para cada fracci6n. 
26-) HICHOSCOPIA ELEC'l_lH.ONICA. 
Las partfculas de fago producidas en con-
diciones restrictivas por los diversos mutantes sus 
de 029, se contrastaron por tinci6n negativa (93). 
Un portaobjetos limpio se sumergi6 hasta 
unos 2/3 de su longitud en un recipiente que contenia 
una soluci6n de colodi6n al 0.75% en acetate de iso-
amilo. El portaobjetos se sac6 de la soluci6n y se 
mantuvo a temperatura arnbiente para permitir la evapo-
raci6n del disolvente, quedando una fina pelicula de 
colodi6n sobre la superficie del portaobjetos. La 
pelicula se hizo flotar sabre la superficie de agua 
destilad~ en una placa Petri y sabre la misma se 
colocaron las rejillas de cobre electrolftico (3 mm 
de di&metro, 200 mallas) con la cara brillante sabre 
la pelicula. Las rejillas de recogieron mediante un 
papol de filtro que se fu~ dcpositando sabre la pelf~ 
cula hasta quedar totalmcnte h(lmedo y en contacto con 
ella. Las rejillas recogidas en el papel de filtro 
sE~ dejarcn secar a 40QC. Una vez seco el papel de 
filtro con las rejillas se introdujo dentro de un eva-
porador en el que previamente se habian montado dos 
electrodes de carb6n, a trav~s de los que se hizo pa-
sar una corriente el6ctrica que se mantuvo hasta que 
sabre el papel de filtro, situado a 20 em de los 
electrodes, qued6 depositada una capa de carb6n de 
0 
unos 50-100 A de espesor. 
La rejilla asf preparada se sujet6 con unas 
pinzas de punta fina y se puso en contacto durante 30 
segundos con la superficie esferica de una gota que 
contenl.a la muestra y el ll.quido retenido en la rEjilla 
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se sec6 con el borde de un papel de filtro. La 
rejilla conteniendo la muestra se puso en contacto 
de igual manera con una gota de acetate de uranilo 
al 2% durante 30 segundos y se sec6 con papel de fil-
tro. 
Las preparaciones se observaron en un micro-
sc6pio electr6nico Jeol a un voltaje de 80 KV y con 
una apertura de objetivo de 50 nm. 

1) INTEGRACION DE LAS COLECCIONES DE MUTANTES 
SUS Y TS DE ~29 
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La tabla I muestra una relaci6n de los rnu-
tantes sus representantes de grupo de la colecci6n 
de Reilly y col. (50) y del mutante ts P219 de la 
colecci6n de Hagen y col. (43), indicandose el nom-
bre del lugar de su procedencia (Minneapolis) , asi 
como una relaci6n de los representantes de grupo de 
la colecci6n de mutantes sus de Moreno y col. (49) 
y de la colecci6n de mutantes ts de Talavera y col. 
(42) junto con los rnutantes ts Q1360 y ts 1810 de 
Moreno y col. {49), indicandose analogamente el nom-
bre de la ciudad donde se obtuvieron {Madrid) y que 
han sido utilizados como base para la integraci6n de 
los mutantes arriba citados {42,43,49,50) de ~cuerdo 
con el mapa genetico lineal de ~29 anteriormente es-
tablecido (49). 
Mediante experimentos de complementaci6n y 
cruces de dos y tres factores, se han podido identi-
ficar 17 cistrones y construir un mapa genetico li-
neal que permite uuilizar una nomenclatura similar 
a la que emple6 Studier con el fago T7 (94). 
Los cistrones han sido numerados secuencial-
mente de izquierda a derecha (1 a 17), de acuerdo con 
Tabla I. Mutantes de ~29 representantes de las 
diferentes colecciones. 
Hinneapolis Madrid 
Cistr6n sus ts sus ts 
1 B629 
2 A628 F513 F98 
3 C713 K91,K442 K132 
4 D369 056 
5 P219 C17 
6 E626 Q1360 
7 G614 J116 
8 F769 G93 
9 H756 A422 A18 
10 1302 E74,E136 E54 
E138 
11 0683 ·H542,H525 H119 
12 J305,J662 B47 B108 
13 K330 I44,L600 1810 
L53,L55 
14 ': M1241 
15 N724 N212,N345 . 
16 L300 D241,D545 D46 
17 M741 P112 
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su posici6n relativa en el mapa. En la tabla I se 
indica, en la columna izquierda 1 esta nueva nomen-
clatura. Un ejemplo de la nueva denominaci6n de los 
cistrones puede ser la designaci6n de los mutantes 
sus A628 (Minneapolis), sus F513 (Madrid) y ts F98 
(Madrid) como sus 2(628), sus 2(513) y 2(98) 1 res-
pectivamente. 
a) !9~~~!f!~~~!2~-~~-!2~-~!~~~2~~~ 
La identificaci6n de cistrones entre los 
mutantes representantes de grupo de las colecciones 
existentes se llev6 a cabo por experimcntos de com-
plementaci6n cualitativa primero (Metodos 17aii), y 
cuantitativa despu~s (Metodos 17b) . 
En la tabla II se presentan los resultados 
de la complementaci6n cualitativa. Estan ausentes 
de esta tabla aquellos mutantes cuyas caracteris-
ticas fisiol6gicas imposibilitaban su estu~io por 
este metodo. Los simbolos (+) y (-)I respectiva-
mentel indican complementaci6n positiva y negativa. 
La complementaci6n entre los mutantes sus 10 
(302) y sus 11(542) y entre los mutantes sus 10(136) 
y sus 11(683) 1 result6 dudosa 1 lo qu~ se representa 
Tabla II. Complementaci6n cualitativa de los mutantes sus de ~29 representantes 
de las diferentes colecciones. 
r~·~·o r,,,_\._ r , 2 (5!3) 3(91) 4(56) 9(422) IO(i36) 11(542) 12 (4 7) 13 (55) 14(1241) 15(212) 16 {241) 
G~::c~;s, Jl ' • -1- I + _,_ -}- + + + ,.. T I 
3(713) -~ . - I + ' + -'.-
t 
I -t- + + -r c T ~-
~) -L. + - ' + ' + + + + .J.. "" & T T ' 
I 6(G2S) + -}- • + + -I- + + + + + I 1 .. 
l 
-i- + + IL + 
I 
I 7(614) -;- + I + I ' IL -.- T 
8(769) + Jr -t- + + i- + + + + + 
+ .J,.. 
I 
-L 
' + + + -}-9 (756) I & + - • -:- ,-
(+ -) + + IL + 10 (302) + + ' + - -1--r 
! 
I! (683).1 -I- + + ·. + (+ -) - + + + + + 
12{305) -}- + t L + + - I + -~ + l- -. I 
' -I- +- + -1- ' + + +· + 13(330) .. -r -
15 (724} .J_ 1- + ..J_ + + J_ + + - + I I I 
116 (300} I ~ ~ ' f ...;... -)- ~--- ,_ -I-...;._ T -,- -~- .. ,- -l I I 
17{112) 
f 
T 
+ 
+ 
.J_ 
I 
+ 
+ 
+ I 
• 
! 
'! -r 
I + j 
+ I 
+ l 
-r-
-1-
La complementaci6n se realiz6 como se describe en M§todos 17aii. Los sfmbolos 
+Y- representan la complementaci6n positiva y negativa, respectivamente,·el simbolo 
( +-) representa la complernentaci6n que se consider6 dudosa. 
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en esta tabla con el simbolo (+-}. Este resultado 
se debe a la existencia de un efecto polar de la 
mutaci6n sus eri el cistr6n 10 sobre el cistr6n 11, 
efecto que ha sido ya descrito por Moreno y col.(49}. 
La tabla III muestra los valores de comple-
mentaci6n cuantitativa entre mutantes sus y ts en 
los cistrones 10 y 11. El indice de complementaci6n 
entre los rnutantes sus 10(136} y sus 11(683) es muy 
bajo, lo rnisrno que el indice obtenido al complementar 
el mutante sus 10(136) y el mutante ts 11(119). Sin 
embargo, las complementaciones entre el mutante ts 
10(54) y los mutantes sus 11(683) y ts 11(119) dan 
unos indices de complementaci6n elevados, lo que in-
dica que la presencia de la mutaci6n sus en el cis-
tr6n 10, irnwide que la complementaci6n con mutaciones 
sus o ts en el cistr6n 11 sea efectiva. 
' En la tabla IV se muestran los valores de com-
plementaci6n intracistronica asi como algunos valores 
de complementaci6n intercistr6nica de los mutantes 
representantes de grupo de las diferentes colecciones. 
Esta ausente de la tabla el mutante sus 14(1241} per-
teneciente a la colecci6n de Moreno y .col .(49) que 
tiene el fenotipo de lisis muy retrasada respecto a 
la del fago normal, con lo que la producci6n de fago 
Tabla III~fecto polar de la mutaci6n sus en el cistr6n 10 sobre el 
cistr6n 11. 
ts10(54) tsl1 {119) sus10(136) 
(0.116} (0.02) (0. 0125) 
susll(683) 50.0 0.066 1.58 
{0.108) 
ts10(54) 
(0.116) 35.0 0.019 
·tsll (119) 
(0.02) 0.79 
Los numerosentre parentesis corresponden a los indices de complementa-
ci6n individuales. La complementaci6n se realiz6 como se describe en 
Metodos 17b. 
Tabla IV. Complementaci6n cuantitativa de los mutantes sus y ts de ~29 representantes 
de las diferentes colecciones. 
-~- .;; <-·~"S :::-:5'3) I s~:;~. :~:) s·~::-1(5'3~ j ts 5( 17) ~·-:::: .::: : s ~~ :(',:::.:.' !sv:: 7'; :; j 
f.::.:..:::..·-·~ 1.~ 1) ' (Or;s) (:JrJO:l 1 (.:)002) (O.:) · .:c:::::--2~~· : :::: · s , •::: ·: ':, ! ... j' -:t r:: I' - l ~' I I ~ I I ! l .t'. ' i "T ? r ,.,~,~ 1 .o7.o , ~~.o , 11.0 1 2-..o ! 1 r 1 , 1 1 ,7.5 . 1 ~~--· ~--.::,I 0 ~3 I I I I i ! I i II I I L:: ·~.' : ~~..:__- i I ' I I l I I ' I 
' --:_---:;-;-;--- ' I i I _J.I l T--;- . ls~:-.·J .. ~, 1' O .:~>-: 1' I 1 : I 1 1 ' 
. ·r: ?) ~ i _l___ I I I l I l I I ~-- ----1 L______ _ _______ 1 __ 
~,, ~,.c,: ~-~ J ~ ~2 I ~. -;;; . if 
I IQJ ! 
Sij ~'"'3 15..,.8 I 
_J. v ::J. ; . /. . j 
I I 
! I f s ~~; ~~-, i 
I I - --- ' 
I I 
I i 2.2 
I ! 0.47 
----~----l ___ l ___ ; 
I I 
I I 
I I : t I I I 
T I I I l r- I i l I I 
!l o I 20.0 i I 
I l ! ! I I .. I 1 I I 
1.8 
I i I I ! : 
I I ! 3l.~f ! 
i I 
! I 
l 
I 
l 
i t;;;;o~~T. i I i 22 j 0.02 ! 13.3 ! 3C , 
~1 "\\~~::1 I I . I 8.5 ~~9.2 I 0.06 45.8 169.2 i I ~-----, I ~--- l :.'.·.~--~ i I I I 007 I I I I ~-=2·~- I i . I ! : I I J.' ., \ ~ .;C:,l I ! I ' I I I I u~~- 1 1 ! ; o.oz 1 1 1 1 1 1 : 
!o. ~ ':,;- Q":) l I I I I I i I I l ~~?~;;;,i : · , I r J 0.07 i ! l i ! j 
l '"-:~=·~:.;i_-.i I I I I I ! 0.02 ! ! I I ~ =-~=-~~1 T I I I ' . 
· (r ,r 
1 
• I • -. 1 0 ' I 
[...__: '''-~-- 1 i 0.19 i O.r 1..... j i I , I :~'~"::::-,.2..;:1 I ,· . - - . . ----4 
I ,,... ..,, I ' l I II 0 ~r.: ; : l \.:::' . ...::..:... I f i I i . ... :0 : I R :;,;;·:i ! I I I 30.0 I I i i 0.004 i i 
i '"!~,~~~"I I I I 3 ·0 1 1 I I I 1\6.0 I ! 83.0 r=cct--;:;-21 
Los numeros_entre parentesis corresponden a los indices de complementaci6n 
individuales. La complementaci6n se realize como se describe en Metodos 17b. Los 
valores de complementaci6n negativa se presentan subrayados. Los numeros que figu 
ran como exponentes indican el numero de experirnentos realizados para obtener ei 
valor media que se expresa. ,-,\ 
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en la bacteria infectada puede continuar durante lar-
go tiempo. Debido a esta peculiaridad, este mutante 
no puede ser utilizado en experimentos de complemen-
taci6n cuantitativa, ya que su indice de complementa-
ci6n en infecci6n individual supera al 100% determi-
nado por la producci6n de fago obtenida en la bac-
teria infectada por el fago normal. El fenotipo de 
lisis retrasada que s6lo es exhibido por este mutante, 
junto con los resultados de la complementaci6n cuali-
tativa, le caracterizan como unico representante del 
cistr6n 14. 
El mutante sus 1(629) perteneciente a la 
colecci6n de Reilly y col. (50), presenta el fenotipo 
de sintesis de DNA negativa en condiciones restric-
tivas como se muestra en el s~guiente apartado (Re-
sultados 1b). Por ello, s6lo se presentan en la 
tabla IV los indices de complementaci6n cupntitativa 
con los mutantes representantes de grupo cuyo feno-
tipo era el mismo (39), y con un mutante que es capaz 
de sintetizar DNA en condiciones restrictivas, el 
mutante sus 15(212). El hecho de que estos indices 
de complementaci6n sean todos ellos elevados, identi-
fica al mutante sus 1(629) como unico representante 
del cistr6n 1. 
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Aquellos mutantes cuyos indices de comple-
mentaci6n resultaron ser inferiores al 0,5%, se i-
dentificaron como pertenecientes al mismo cistr6n y 
asi se expresa en su denominaci6n en la tabla IV. 
La unica excepci6n a esta regla, son los mutantes sus 
17(112) y sus 17(741), cuyo fndice de complementaci6n 
es 14. Este valor, anormalmente alto, es debido a 
los indices de complementaci6n individuales presenta-
dos por ambos mutantes, que alcanzan valores de 12 en 
el caso del mutante sus 17(112) y de 0,8 en el caso 
del mutante sus 17(741). Teniendo en cuenta estos 
indices individuales elevados, que ambos mutantes pre-
sentan el mismo fenotipo de sfntesis de DNA negativa 
en condiciones restrictivas (Resultados 1b) y su fre-
cuencia de recombinaci6n (Resultados 1c), ambos mutan-
tes se identificaron como pertenecientes al misrno cis-
tr6n. 
en condiciones restrictivas. 
Ha sido demostrado previamente (39,83 ) que 
mutantes en los cistrones 2, 3, 5, 6 y 17 no sintetizan 
DNA en la infecci6n, en condiciones restrictivas, de 
7E 
bacterias tratadas con HPUra. 
La figura 7A muestra que en B. subtilis 110NA 
su infectada con el fago normal con los mutantes ts 
5(17) y ts 5(219) a 42QC en presencia de HPUra, como 
se indic6 en M~todos 18 bis, tan s6lo el fago normal 
es capaz de desarrollarse. La figura 7B, muestra la 
incorporaci6n de timidina -H 3 a lo largo del tiempo 
en los cultivos infectados. Como puede observarse, 
el nivel de incorporaci6n de radioactividad en los cul-
tivos infectados por los mutantes ts 5(17) y ts 5(219) 
no supera el obtenido con el cultivo control sin in-
fectar. 
En la figura BA puede apreciarse que no exis-
te desarrollo de fago en B. subtilis 110NA su- infec-
tado con los mutantes sus 1(629), sus 17(112) y sus 
17(741), e incubado a 429C (Metodos 19) frente al de-
sarrollo de fago que tiene lugar cuando la bacteria es 
infectada en las mismas condiciones por el fago normal. 
La figura BB muestra la incorporaci6n de radio-
actividad en los cultivos a distintos tiempos despu~s 
de la infecci6n. Como puede observarse, el nivel de 
incorporaci6n de timidina -H 3 en los cultivos infecta-
dos por los mutantes sus 1(629) y sus 17(112), no supera 
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al del cultivo control sin infectar, mientras que se 
puede apreciar un ligero aumento en el nivel de in-
corporaci6n del is6topo en el cultivo infectado con 
el mutante sus 17(741), aumento que no llega a dupli-
car el nivel de control sin infectar y, que es infe-
rior al 0,5% de la incorporaci6n que tiene lugar en 
el cultivo infectado por el fago normal, una vez subs-
traida la incorporaci6n del control no infectado en 
ambos casos. 
En la figura 9 se muestra el mapa genetico 
lineal de ~29 establecido por Moreno y col. (49) y que 
ha sido utilizado como base para la ordenaci6n de los 
mutantes sus y ts de ~29 pertenecientes a las colec-
iones de Reilly y col. I (50) y Hagen y col. (43 ) • La 
ordenaci6n se llev6 a cabo por experimentos de recom-
binaci6n que normalrnente fueron cruces de dos factores. 
Los cruces de tres factores s6lo se realizaron cuando 
el orden relative de dos marcadores no se pudo esta-
blecer con claridad por cruces de dos factores. 
sus2(513) --------------
sus 2(531) 005 
ts 2(98)I 0·.5 
sus 2(~15) 0.4 -:-
~ 
0.8 --------o 
sus 3(91) ----- ~ 
sus9(422) ', 
' 
' 
sus2(513) 
[
fs3(132) ] 
sus3(91)[sus3(341)) sus3(211) 
sus3{442) 
sus 4 {56}[ sus4 (3),sus4(75), sus 4(431)) 
( sus4(105)) 
ts6(1360} 
ts7(116) 
1.4 ',, 
(sus 10(74),sus 10{104)] susl0(142) ',,'·,,, 
susl0(136{\ ,0.04 , 
h10(54};.:" :.0.05 
svsl0{136 0.1 
ts8(93} 
0.75 ', 
(susll(234)]susll(542) 
hll(ll9} 0 ·2 
sus 9(422) (ts 9(18)) 
0.45 0"1 
0 
sus 10 (136) 
ID sus 11(542) 
1.4 
a, 
tsl2(f08) -------------- ts 12(108} 
sus 13(342} 0 01 -
(susl3(44),ts13(f)jtsf3(810) --:..._.:~_ 01 
susf3(527).susf3(600) susl3(53) 0 "65 ............ _ .... _ b susl 2 (4 n 
05 -() tsl3(810} (sus13{225),susf3(73),susf3(92))susl2(55) 
0
"
3 
~ - susl3(53) 
sus 14{1241) ~ susl4 (1241) 
Figura 9. 
susl5(212} 
sus 15{231) 
susl6(241) 
0.7 :...... susl5(212} 
0 
0.5 1.() sus 16 (241) 
0.6 
sus 16(545)- 0 "5 
13.2 .,'' SU317(112) / _,/"/ 
sus 17(112) 
Mapa genetico de ~29 obtenido por Moreno 
y col. (49). 
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I). Cruces de dos factores. Se ·realizaron 
como se ha descrito en Metodos 18a, utilizandose como 
+3 
estirpe supresora B. subtilis M0-99 su y siendo 30QC 
la temperatura a la que se incubaron los cultivos. 
En la tabla V se muestran los porcentajes de 
recombinaci6n entre los mutantes sus y ts de ~29 per-
tenecientes a las diferentes colecciones. Como puede 
observarsc, la posici6n de los representantes de grupo 
del mismo cistr6n pero de colecciones de diferente pro-
cedencia, practicamente coincide en la mayor parte de 
los casas. Asi ocurre con los mutantes sus 3(91) y 
sus 3 (713), sus 4 (56) y sus 4 (369), ts 5 (17) y ts 5 (219), 
ts 7 (116) y sus 7 (614), sus 10 (136) y sus 10 (302), sus 
11 (542) y sus 11 (683)' sus 13 (55) y sus 13 (330), sus 
15 (212) y sus 15 (724), sus 16 (241) y sus 16 (300)' sus 
17(112) y sus 17(741), siendo en todos ellos el indice 
de recombinaci6n igual o inferior a 0,1. 
Los dos representantes del cistr6n 2, mutan-
tes sus 2(513) y sus 2(628) se localizan a una distan-
cia genetica de 0,5 unidades de recombinaci6n entre 
ambos. Como puede verse en la figura 9, a ambos lados 
del mutante sus 2(513) se localizan los.mutantes ts 
2(98) y sus 2(515) a distancias de 0,5 y 0,4 respec-
tivamente, lo que indica de nHevo una coincidencia 
; 
''-_) 
/ 
Tabla V. Porcentajes de recomb{naci6n entre los mutantes sus y ts de ~29 
representantes de las diferentes colecciones. 
TlPO 
CfSTRON 
I ;·.,'.:JT~\:·~\C: 
S'JS 2{5i3) 
s~s 3(91} 
s:.:s3(7i3) 
sus4 (:·6) 
ts 5(i7) 
sus6(S26) 
ts7(116) 
sus 7 (GI4) 
S\..IS 6(769) 
ts S (93) 
!~ 9.(!8) 
sus 9(422) 
sus9(756) 
sus 10 (136) 
sus St.:S sus 
2 3 
629 628 9l 
., 
0.7 ... 0.5 2.0 
1 ~2 
I...J 
SJ...:S sus s~s ts sus 
3 4 4 5 6 
713 56 369 2i9 C26 
!.82 6.6 
0.1 2 1.1 1.4 0.62 3.G 
0.52 
C.052 
0.052 
1.6 
t5 S'JS St.'S ts sus sus '"'I TIPO sus sus sus sus sus sus 
7 7 8 8 9 9 10 CISTRCN 
" 
II 12 12 12 13 
116 6:4 769 S3 ~22 755 302r/JT:~~T2: 683 525 305 4 7 6'32 4.C. 
, ::.:;sl !(542) <0.01 
5.1 
2.22 3.1 2 
2.i2 1.43 3.03 3.4 13.6 
0.152 1.03 2.1 2 5.1 
t.o" 2.22 3.7 
0.82 3fl. 4.61 
2.6 
o.i! o.:s2 
susii(G83) 
ts 12{108) 
l S'J312(305) 
I S:J5 i2{47) 
l
susl2(662) 
sus 13 (44) 
sus 13 (53) 
sus 13(55) 
sus 15 (212) 
sus 15 (724) 
0.34
4 1.52~ s•J:> 16 (300) 
1.21 sus l-r(741) 
0.06 
0.8 3.67 . 5.67 
r.o 2 r.s' 2.93 
1.1 2 1.06 2.7~ 
1.9 
sus sus SU'S sus SIJ3 
13 13 15 16 17 
55 330 2:2 2·~,1 112 
2.7 
1.2 1.0 
o.9 ce 
<0.01 
0.9 
0.09 1.0 
0.07 
0.06 
3 La bacteria utilizada como estirpe supresora fue B. subtilis M0-99 
su . Los experimentos de recombinaci6n se realizaron como se describe en Me-
todos 17b. Los valores de complementaci6n negativa se presentan subrayados. 
Los nlimeros que figuran como exponentes indican el numero de experimentos rea 
lizados para obtener el valor medic que se expresa. 
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en la posicion del rnutante sus 2{628) 1 bien con el 
sus 2(515) o con el ts 2(98). 
Los mutantes sus 6(626) 1 sus 7(614) 1 ts 7(116) 1 
sus 8 (769) y ts 8(93) quedan localizados sin am-
bigUedad en el mapa genetico como se deduce de la 
tabla V y de la representaci6n de la regi6n compren-
dida entre las mutaciones sus 3(91) y sus 9(422) que 
se muestra en la figura 10. 
El mutante sus 12(305) queda localizado entre 
los representantes ts 12(108) y sus 12(47) a distan-
cia~ de 1 1 0 y 1 1 1 respectivamente. 
El rnutante sus 1(629) se localiza a una dis-
tancia de 0 1 7 unidades de recornbinaci6n del represen-
tante sus 2(513) y define el extremo izquierdo del 
mapa genetico como indican los cruces de tres factores 
realizados por el Dr. B.E. Reilly (95). 
El mutante sus 14(1241) ha sido localizado 
geneticamente por el Dr. F. Moreno (49). 
II). Cruces de tres factores. La unica am-
bigUedad en la ordenaci6n de los mutantes representan-
tes de grupo se produjo en el caso de los mutantes 
sus 9(422) y sus 9(756), distantes entre sf 0,3 uni-
dades de recombinaci6n y distancias del mutante sus 10 (136), 
(0.1) 
sus3(713) 
sus3(91) 
(<0.01) 
sus4(369) 
sus4(56) sus6(626) 
[0.15] 
sus7(614) ts7(116) sus8(769) ts8{93) sus9(422) 
I I I 
L-,,,---! I 4 I L-, 0 • 1• 
., . ----t, . I o.s-~---- 2.6--------t 
: I I I 
II '----2.1 ~. r-1 ------+-----3.7-------....c 
I I I I 1 
I,. I I I 1 
1
,__----+1 -2.2----, ... t--1.0~ 
I I I I 
I I I I I 
r,...  ,..._.. __ ,l---- 3.1 1 1 •I 
I I I I I 
I I I : I 
i5.1 1• ·• 
I I I : l· 3.o I: ., 
l ~ I ---------~ 
I I 3.4 
I I 
L..l-----2 2-----<P' I I . 
I I 
I "------2 .J------< .... 
Figura 10. Mapa genetico parcial de ~29. Cis-
trones 3 a 9. 
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1,5 y 1,2 unidades, respectivamente, valores que irn-
pedfan resolver cual de los mutantes in el cistr6n 
9 estaba realmente mas pr6ximo al siguiente cistr6n. 
Para aclarar este punto, se construyeron los 
dobles mutantes sus 9(422)-ts 12(108) y sus 9(756)-
ts 12(108), como se ha indicado en Metodos 20 y se 
realizaron los cruces: 1) sus 9(422)-ts 12(108) x 
sus 9(756) y 2) sus 9(756)-ts 12(108) x sus 9(422). 
Los resultados se presentan en la tabla VI. De la 
relaci6n existente en la progenie de los cruces entre 
recombinantes normales y recombinantes que conservan 
el caracter terrnosensible, puede deducirse el orden 
relative de los dos mutantes en el cistr6n 9, respecto 
del mutante termoscnsible en el cistr6n 12. De acuerdo 
con est& ,·rElaci6n, el mutante sus 9 (756) se localiza a 
la derecha del mutante sus 9(422). 
Los resultados de los experimentos de complemen-
taci6n (Resultados 1a) apoyados en los estudios de la 
sfntesis de DNA de diversos rnutantes en condiciones 
restrictivas (Resultados 1b), permiten clasificar los 
mutantes sus y ts de ~29 en 17 cistrones diferentes. 
Los· experimentos de cruces de dos y t-res factores han 
permitido ordenar sin arnbigliedad los 17 cistrones y colocar los 
Tabla VI. Cruces de tres factores de mutantes sus y ts de ~29. 
Cruce nQ Tipo de Cruce Relaci6n a Valor % 
1 sus9 (422) ts12 (108) x sus9 (756) +++/ts ++ 26.4 (197 /153) 
2 sus9(756)ts12(108) x sus9(422) +++;ts++ 87.5(141/168) 
Orden relative 
sus9(422)sus9(756)ts12(108) 
Los cruces de tres factores se realizaron como se describe en Metodos 18b· ... 
a. Los numeros entre parentesis indican el numero de unidades formadoras de 
placa contadas en cada caso. 
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mutantes sus y ts de ~29 en un mapa genet:Lco lineal 
de 24,4 unidades de recombinaci6n totales (Figura 11). 
2) HUTANTES SUS DE ,029 OBTENIDOS POR MUTAGENESIS CON 
LUZ UV. 
De los 6 cultivos mutagenizados probados, se 
obtuvieron 6 mutantes de origen independien·te. La tabla 
VII muestra la complementaci6n cualitativa efectuada en-
tre ellos, resultando ser todos del mismo cistr6n. La 
tabla VIII muestra la complementaci6n cualitativa de 
dos de ellos, tornados en representaci6n, con todos los 
representantes de los grupos de complementaci6n ya es-
tablecidos (49 ) . Ambos mutantes fueron claros en su 
complementacion negativa con el representante sus 11 
(542), pero dudosos respecto al representante sus 10 
( 7 4) • 
Los resultados de la complementaci6n ~uantita­
tiva del representante UV-403 (obtenido por este m~todo) 
con los representantes de grupo sus 10(74) y sus 11(542), 
se muestran en la tabla IX, donde se representan tambi~n 
los controles de complementaci6n positiva con los mu-
tantes sus 12(47) y sus 15(212). Como ~uede observarse, 
la complementaci6n con el mutante sus 10(74) es d~bil­
mente positiva (superior al Or5%), siendo claramente 
0.15 
sus I ( 629) 
sus 2(531) 
0.55 sus2(513) 0.4 sus2(515) 0.8 sus 3(91)[sus 3( 713)] 
0.9 
0.05 _ sus4(56),sus4(369) 
1.15 ts 5 ( 219)[ts 5 ( 17)] 
1.6 
ts6( 1360)[sus 6 (626)] 
1.0 
ts7(1l6)[sus 7{614)] 
0.8 
sus 8 (769) 
ts 8(93) 
2.6 
0.3 -sus 9(4 22)[ts 9 ( 18)] sus 9 (756) 
1.2 
sus 10 ( 136)[sus 10 (302 )] 
0.9 
0.2 sus I I (542),sus II ( 683) 
0.45 ts II ( 119) sus II ( 525) 
1.4 
ts 12 ( 108) 
1.0 
susl2(305) 
1.1 
sus 12(47) [sus 12(662 )] 
1.0 
0.6 ts 13(810)[sus 13 (44)] 
0.5 susl3(53) 
0.3 sus 13 (55),sus 13 (330) 
0.7 sus 14 ( 1241) 
0.5 sus 15( 212} [sus 15(724)] 
0.6 -sus 15~231 
0.5 sus 16 241 ~susl6{300)] sus 16( 545 
3.2 
sus 17 ( 112) [sus 17(741)] 
Figura 11. Mapa gen€tico de 029. 
Tablavrr.Cornplementaci6n cualita~iva de los mutantes sus obtenidos por irradiaci6n 
con luz ultravioleta. 
UV-302 UV-304 UV-403 UV-601 
UV-101 
UV-302 
UV-304 
UV-403 
UV:-601 
La complementaci6n se llev6 a cabo como se describe en Metodos 17ai. 
El simbolo - representa la cornplementaci6n negativa. 
UV-602 
Tabla VIII. Complementaci6n cualitativa de dos mutantes sus obtenidos por irradiaci6n 
con luz ultravioleta y los mutantes sus representantes de los otros grupos 
de complementaci6n. 
2 (513) 3 (91) 4 (56) 9 (422) 10 (74) 11 (542) 12 (47) 13 (55) 14 (1241) 15 (212) 16 (241) 17 (112) . 
UV-304 + + + + <±) + + + + + 
UV-403 + + + + ( ±) + + + + + 
La cornple.rrentaci6n se llev6 a cabo como se describe en Netodos 17 a I. 
Los s!mbolos y - representan la complementaci6n positiva y negativa, respectiva-
mente; el simbolo ( ± ) representa la complementaci6n que se consider6 dudosa. 
+ 
+ 
Tabla IX. Complementaci6n cuantitativa del mutante 
UV-403 y representantes sus de los cistro-
nes 10, 11, 12 y 15. 
UV-403 
(0,0017) 
10(74) 
(0,0057) 
0,8 
11{542) 
(0,022) 
0,028 
12(47) 
(0,16) 
25,0 
15 (212) 
(0,1) 
25,0 
Los numeros indicados entre parentesis corresponden a 
los Indices de complementaci6n individuales. La cornple-
mentaci6n se efectu6 como se describe en Metodos 17b. 
; 
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negativa con el mutante sus 11(542). 
La debil complernentaci6n existente entre los 
mutantes ts 10(74) y sus 11(542) ha sido ya observada 
y estudiada por Moreno y col. (49), debi~ndose a la 
existencia de un efecto polar de la mutaci6n sus en 
el cistr6n 10 en la expresi6n del cistr6n 11, como se 
ha demostrado anteriormente (Resultados 1a) . 
Se concluye por tanto, que todos los mutantes 
sus, obtenidos por irradiaci6n con luz UV, estan loca-
lizados en el cistr6n 11. 
3) AISLAMIENTO DE B. SUBTILIS M0-101-P SPOA THR 
(MET-)+ SU+ 44 
De la mutag~nesis de B. subtilis 168 M0-101-
P spoA met thr su con EMS (M6todos 8) ,·se aislaron 
148 revertientes por supresi6n de requerimien~os, de 
los cuales 91 mostraron su capacidad de crecimiento en 
ausencia de treonina, 26 fueron capaces de crecer en 
ausencia de metionina y 31 podfan crecer en ausencia 
de ambos aminoac~dos. 
En la tabla X, se muestran los.revertientes 
seleccionados, entre los 148 aislados, por su capacidad 
de suprimir a los mutantes sus de ~29 que se hab1an 
• 
Tabla X. Supresi6n de los rnutantes sus de ~29 por distin-
tos revertientes de B. subtilis obtenidos por 
tratarniento con EMS. 
Revertiente no. Fenotipo Hutantes suprirnidos IJiutantes no suprimidos 
1 {rret-thr) Tcx1os los probados Ninguno 
3 II If If 
10 II " II 
12 II II II 
17 II II If 
26 II II If 
29 II II II 
30 II " II 
34 II II II 
36 II II " 
40 II II " 
44 {rret-) + thr- Todos rrenos sus12{47) sus12{47) 
126 II Todos los proba.dos Ninguno 
129 II II " 
130 II II II 
135 " It It 
144 II If It 
45 - -+ rret {thr ) II II 
67 II II II 
69 II II " 
71 II II II 
74 II II " 
120 II II II 
150 II II II 
La tabla agrupa los resultados de la selecci6n en solido 
y las comprobaciones efectuadap por plaqueo directo. Los 
mutantes sus utilizados fueron: 2(513), 3(91), 4(56), 
9 (422) 1 10 (74) 1 11 (542) 1 13 (53) 1 16 (241) 1 11 {101) 1 11 (302) 1 
11{30L1) 1 11(403) 11(601) 1 11(602) 1 3(422) 1 13(600) 1 2(531) 1 
12 (47) 1 3 (341) 1 15 (212) 1 14 (1241) 1 13 (55) • 
83 
obtenido utilizando como bacteria supresora B. subtilis 
+3 M0-99 su (49). Como puede verse, de los 91 revertien-
t~s capaces de crecer en ausencia de treonina, s6lo 7 
de ellos fueron capaces de suprirnir mutaciones sus, per-
mitiendo el desarrollo de todos los mutantes sus de ~29 
utilizados para la selecci6n. De los 31 revertientes 
que pod1an crecer en ausencia de metionina y treonina, 
11 perrnit1an el desarrollo de todos los mutantes sus de 
~29 utilizados, mostrando as1 su capacidad supresora. 
De los 26 revertientes capaces de crecer en ausencia de 
metionina, solo 6 fueron capaces de suprimir mutaciones 
sus, permiticndo 5 de ellos, el desarrollo de todos los 
mutantes sus de ¢29 utilizados. Tan s6lo un revertiente 
.de estos 6, el revertiente nGmero 44, no permiti6 el 
desarrollo del mutante sus 12(47) de ~29. Este rever-
tiente, B. subtilis 168 M0-101~P spoA-thr- (met-)+ su+44 
fue seleccionado para estudiar su eficiencia de supre-
si6n. 
En la tabla XI se muestran las eficiencias de 
plaqueo relativas de diversos mutantes sus de ~29 com-
parando entre s1 B·. subtilis M0-99 su+3 y B. subtilis 
+44 M0-101-P su . Como puede observarse, existen diferen-
cias en las eficiencias de plaqueo en una u otra estir-
pe entre mutantes pertenecientes al nLLsmo cistr6n, es 
Tabla XI. Eficiencia de plaqueo de distintos mutantes 
sus de ~29 sobre las estirpes supresora M0-
Mutante 
sus+ 
2 (513) 
3 ( 91) 
3(442) 
4 (56) 
9(422) 
10(136) 
10(138) 
10(74) 
11(542} 
11 (525) 
12(47) 
13 (53) 
13 (600) 
14(1241) 
15(212) 
15 (345) 
16(241) 
16(545) 
17(112) 
+3 +44 99 su y M0-101-Psu . 
M0-101-P 
1,0 
0,9 
1,0 
0,6 
1,0 
1,0 
1~0 
1,0 
1,0 
1,0 
0,8 
10- 5 
1,0 
1,0 
1,0 
0,9 
1,0 
1,0 
0,6 
1,0 
+44 
su M0-99 
.1 1 0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
0,2 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
0,5 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
+3 
su 
' 
Las eficiencias han sido calculadas respecto a la 
eficiencia 1,0 que aprece en una u otra columna pa-
ra el mutante de que se trata en cada caso. 
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decir, las diferencias dependen del mutante utili-
zado y no del cistr6n al que pertenece, lo que su-
giere que el aminoacido insertado como resultado de 
la supresi6n es mas o menos funcional en dependencia 
de la localizaci6n de la mutaci6n. La eficiencia de 
plaqueo del mutante sus 12(47) en B. subtilis su+ 44 
es la correspondiente a la frecuencia de reversi6n de 
este mutante. 
La tabla XII muestra la producci6n relativa 
de fago en B. subtilis M0-99 su+ 3 y B. subtilis M0-
101-P su+ 44 infectadas con los mutantes sus de ~29 
representantes de grupo de la colecci6n de Moreno y 
col. (49) y referida como porcentaje de la producci6n 
de fago en la infecci6n de ambas estirpes supresoras 
con ~29 normal. La producci6n de fago en B. subtilis 
su +44 infectada con el mutante sus 12(47) alcanza 
tan solo un valor de un 0,5%. indicativa de la ausen-
cia de desarrollo del mutante en la estirpe supresora. 
4) PROTEINAS INDUCIDAS POR INFECCION DE B. SUBTILIS 
M0-101-·P SU- Y SU+ 44 CON LOS MUTANTES SUS 15 (212) 
Y SUS 12(47) DE ~29. 
La imposibilidad de desarrollo del mutante sus 
12(47) en B. subtilis su+ 44 podrfa debers~ a que 
Tabla XII. Producci6n relativa de fago en B. subtilis 
M0-101-P su+44 y B. subtilis M0-99 su+ 3 in-
fectado con mutantes sus de ~29 a 30QC. 
Mutante % de sus en +44a % de sus en +3 su su 
sus+ 100 100 
2 (513) 99 70 
3 ( 91) 108 65 
4(56) 90 75 
9 (422) 21 95 
10(136) 15 72 
11 (542) 39 55 
12(47) 0,05 22 
13 {53) 87 142 
14(1241) 188 168 
15{212) 25 44 
16{241) 25 28 
17(112) 27 48 
+ 44 + 3 B. subtilis M0-101-P su y B. subtilis M0-99 su cre-
ciendo en medio LB suplementado se infectaron en fase 
logaritmica con ~29 normal o con los diferentes rnutantes 
sus que se indican a rnultiplicidad 10. Los cultivos in-
fectados se procesaron como se indica en complernentaci6n 
cuantitativa. 
a Los valores indicados son la media de 2 experirnentos. 
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este supresor no reconociera el triplete sin sentido 
presente en el mutante sus 12(47), o a que, aunque cl 
triplete sin sentido fuera reconocido por el supresor, 
el aminoacido insertado por este no permitiera la fun-
cionalidad de la protefna producto del gen 12. Para 
decidir entre estas dos posibilidades, las protefnas 
sintetizadas en bacterias irradiadas con luz UV e in-
fectadas con el mutante sus 12(47) y con el mutante 
sus 15(212), llevado como control positive, se anali-
zaron par electrdorcsis en geles de poliacrilamida. 
En la figura 12 se muestra el desarrollo de 
fago que tiene lugar despues de la infecci6n de B. 
subtilis M0-101-P su-, irradiado durante 10,5 minu-
tos como se ha descrito (Hetodos 10), con ~1 fago nor-
mal y con los mutantes sus 15(212) y sus 12(47). Como 
puede apreciarse, a diferencia del fago normal, nin-
guno de los dos mutantes puede desarrollarse en la 
estirpe no supresora. 
Para estudiar la s]_ntesis de los polipeptidos 
inducidos por los mutantes sus 15(212) y sus 12(47) en 
la infecci6n de B. subtilis M0-101-P su-, irradiado, 
se mezclaron alfcuotas de los ~ultivos infectados con 
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. 3 . 
~29 normal marcados con leucina-H del minute 15 al 
60 despues de la infecci6n y con uno u otro de los 
14 
mutantes (marcados con leu-C al mismo tiempo des-
pues de infecci6n) , se lisaron y se disociaron las 
protefnas para someterlas a electroforesis en geles 
de poliacrilantida en un sistema de pH discontinue 
(Metodos lla) . 
Para calcular la radioactividad especffica 
de cada mutante en la bacteria infectada, se mezclaron 
alicuotas de cultivos infectados por uno y otro mu-
tante (marcados con leu-c14 _del minuto 15 al 60 des-
pues de la infecci6n ) y de cultivos sin infectar (mar-
cades con leu-H 3 al mismo tiempo) , se lisaron y se 
disociaron las protefnas para someterlas al mismo 
tipo de an&lisis electroforetico (M~todos 11a) . 
La figura 13 muestra los resultados de la co-
electroforesis de las protefnas sintetizadas despues 
de infectar ~-subtilis M0-101-P su , con el mutante 
sus 15(212) y con el fago normal. Como se ha descrito 
previamente en el caso de la estirpe B. subtilis llONA 
su (47), puede observarse la ausencia de sintesis de 
la protefna 11, que ha sido llamada tambicn pN (96) y 
ahara se denomina p15 (39), en bacterias infectadas 
por cl mutante y que esta presente en bacterias infec-
tadas por el fago normal. La figura 14 muestra la 
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coelectroforesis de las protefnas sintetizadas des-
pues de la infecci6n de la estirpe no supresora por 
el mutante sus 15(212) yen la bacteria sin infectar. 
La figura 15 muestra la radioactividad especffica del 
mutante en la bacteria infectada calculada siguiendo 
el metoda de Mayol y Sinsheimer (97), considerando que 
la radioactividad de c14 , debida a las protefnas indu-
cidas por el mutante despu~s de la infecci6n, es igual 
a la radioactividad de c14 obtenida en el contador, me-
nos la relaci6n minima c 14;H3 determinada en las frac-
ciones del gel, multiplicada por la radioactividad de 
H3 obtenida en el contador para cada fracci6n. De es-
ta manera, se revela la radioactividad especffica de-
bida a la infecci6n poniendose mas claramente de mani-
fiesto la ausencia de sintesis de la protefna p15. 
La figura 16 muestra los resultados de la co-
electroforesis de las protefnas inducidas en .la estir-
pe no supresora por la infecci6n con el mutante sus 12 
(47) y con el fago normal. En bacterias infectadas con 
el mutante puede observarse la ausencia de sfntesis de 
la protefna NP1 ,· que forma los a pend ices del cuello 
del fago (26,27), y la aparici6n de un fragmento de 
menor peso molecular (aproxirnadamente 75.000) desig-
nado como NP1*, de acuerdo con anteriores resultados 
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(47), que par an~lisis de p€ptidos trfpticos mostr6 
estar relacionado con la prote1na NP1 y con su pre-
cursor P-NPl (41). 
La figura 17 muestra la coelectroforesis de 
las proteinas sintetizadas en la estirpe no supresora 
infectada por el mutante sus 12 (47) y en la bacteria 
sin infectar. En la figura 18 se representa la radio-
actividad espec1fica del mutante en la bacteria infec-
tada calculada como se ha descrito anteriormente (97), 
poniendose de manifiesto claramente la ausencia de s1n-
tesis de la prote1na NPl. 
En la figura 19 se muestra el desarrollo de 
fago que tiene lugar en B. subtilis M0-101-P su+ 44 
irradiado durante 9 minutes con luz UV como se ha 
descrito (Metodos 10), despues de la infecci6n con el 
fago normal y con los mutantes sus 15(212) y sus 12 
(47). Como puede apreciarse, el desarrollo de fago 
se produce normalmente en bacterias infectadas por el 
fago normal y por el mutante sus 15(212) pero no tiene 
lugar en bacterias infectadas por el mutante sus 12 
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La figura 20 muestra el resultado de la co-
electroforesis de las prote1nas sintetizadas en-B. 
subtilis M0-101-P su+ 44 irradiado, despues de la in-
fecci6n con el mutante sus 15(212) (marcadas con leu-
c14 de 15 a 60 minutes despues de la infeccion) y con 
e~ fago normal (marcadas con leu-H3 en el mismo tiem-
po) . Puede apreciarse en este caso la presencia de 
prote1na p15 en las celulas infectadas par el mutante. 
La figura 21, muestra la coelectroforesis de las pro-
tefnas sintetizadas en la estirpe supresora infectada 
por el mutante sus 15(212) 14 (marcadas con leu-C de 
15 a 60 minutos despues de la infeccion) y en la bac-
teria sin infectar (marcadas con leu-H3 en el mismo 
tiempo). En la figura 22, se representa la radioacti-
vidad espec1fica del mutante en la bacteria infectada 
calculada como se ha descrito (97). Una considerable 
cantidad de prote1na p15 esta presente en la estirpe 
supresora infectada por el mutante sus 15(212). De 
la relaci6n de protel.na HP3 (que forma las fibras del 
fago (26,27 ) a prote1na p15 en celulas infectadas por 
el fago normal y de esta misma relaci6n en celulas in-
fectadas par el mutante sus 15(212), se puede estimar 
una eficiencia de supresion de un 64%, un valor alre-
dedor de 8 veces mas alto que el obtenido en el caso 
de B. subtilis M0-99 su+ 3 (47). 
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Con una eficiencia de supresi6n tan elevada, 
se puede decidir si la imposibilidad de desarrollo del 
mutante sus 12(47) en la estirpe B. subtilis M0-101-
P su+ 44 es debida al no reconocimiento por el supresor 
del triplete sin sentido presente en el mutante o a 
que el aminoacido insertado por el supresor impida la 
funcionalidad de la protefna. 
La figura 23 muestra la coelectroforesis de 
las protefnas inducidas en la estirpe supresora por 
infecci6n con el fago normal y con el mutante sus 12 
(47) en la que se ve la no existencia de sfntesis de 
protefna NP1 y la aparici6n del fragmento de mEnor 
peso molecular (NP1*) . En la figura 24 se rnuestra la 
coelectroforesis de las protefnas sintetizadas en ~ 
+44 
subtilis su despu€s de infecci6n con el mutante sus 
12(47) yen la bacteria sin infectar. En la figura 25, 
se representa la radioactividad especffica de} rnutante 
en la bacteria infectada, calculada como se ha descri-
to (97), apreciandose claramente la ausencia de la pro-
tefna NP1 y la presencia del fragmento de menor peso 
molecular (NP1*) . 
Estos resultados indican que la ausencia de 
desarrollo del mutante sus 12(47) en B. subtilis 
M0-101-P su+ 44 es debida al h~cho de que el supresor 
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es incapaz de reconocer al triplete sin sentido pre-
sente en el mutante y no a que el aminoacido inser-
tado por el supresor hiciera no funcional a la pro-
teina. 
En la estirpe B. subtilis M0-99 su+ 3 el mu-
tante sus 12(47) puede desarrollarse norrnalmente, 
habiendose estimado la supresi6n alrededor de un 12% 
( 4 7) • 
5) REVERTIENTES DEL MUTANTE SUS 12(47) 
Los resultados indicados son consistentes con 
la posibilidad de que el mutante sus 12(47) contenga 
una rnutaci6n acre, siendo por tanto B. subtilis M0-
+3 101-P su un supresor ocre, de acuerdo con su baja 
eficiencia de supresi6n (alredor del 10%) (47) y la 
+44 
estirpe B. subtilis M0-101-P su un supresor ambar, 
por lo que no puede suprimir el mutante sus i2(47)~5},a 
pesar de su elevada eficiencia de supresi6n (alrede-
dor del 60% en el caso del mutante sus 15(212). 
Si el mutante sus 12(47) es acre, se podian 
aislar a partir de el, revertientes que fueran ambar, 
para lo cual basta que ocurra espontaneamente una 
transci6n A--fl. G en el triplete sin sentido, de mo-
do que pudieran crecer en ambas estirpes supresoras, 
92 
+3 +44 
su y su , puesto que los supresores tipo ocre pue-
den suprimir los tripletes ambar y ocre (551, de acueE_ 
do con la hip6tesis del relajamiento en el apareamiento 
codon-anticodon, propuesta por Crick (58). 
El aislamiento de revertientes del mutante 
sus 12(47) se realiz6 mediante el procedimiento si-
guiente: el mutante sus 12(47) se plaque6 sobre la 
estirpe B. subtilis M0-101-P su+ 44 a una diluci6n 
apropiada de acuerdo con la frecuencia de reversi6n 
del mutante sus y de manera que se obtuvieran 100 
placas de lisis por placa Petri. Quinientas placas 
de lisis independientes, obtenidas de esta manera, se 
replicaron con palillos ester.lies sobre placas Petri 
previamente sembradas con B. subtilis 110NA su y con 
+44 B. subtilis M)-101-P su y en este orden. Los re-
vertientes que podfan desarrollarse en la estirpe su-
+44 -presora su y no en la su , fueron seleccionados y 
comprobados nuevamente por plaqueo en la estirpe su-
+44 presora su y sometidos a un nuevo ciclo de replica-
ci6n. Aquellos revertientes para los que confirm6 su 
+44 
capacidad de desarrollo en la estirpe su se selec-
cionaron y se comprob6 nuevamente por plaqueo que eran 
capaces de crecer en ambas estirpes supresoras, B. sub-
+3 +44. tilis su y su 
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De los 500 revertientes del mutante sus 12 
(47) que podian crecer en B. subtilis su+ 44 , 26 de 
ellos fueron revertientes sus, no pudiendo crecer en 
B. subtilis 110NA su y sf en B. subtilis su+3 y 
B bt .l. +44 . SU l lS SU 
Mediante experirnentos de complementaci6n cua-
litativa (Metodos 17aii) estos 26 revertientes se lo-
calizaron en el cistr6n 12. Uno de ellos, el mutante 
sus 12(610) 1 se escogi6 para su estudio posterior. La 
recombinaci6n del mutante sus 12(610) con el mutante 
sus 12(47) se llev6 a cabo en la estirpe supresora su+ 3 
(Metodos 18a) , llevando como controles infecciones sim-
ples con cada uno de los rnutantes. El 1ndice de re-
combinaci6n entre ambos mutantes es de 0,01 1 calculado 
como se ha descrito (Metodos 18a) 1 siendo 0,01 y 0,003 
los porcentajes de fago capaz de crecer en la estirpe 
B. subtilis 110NA su- perteneciente a la prqgenie de 
las infecciones simples de B. subtilis su+ 3 con los 
mutantes sus 12(47) y sus 12(610), respectivamente, 
llevadas como control. Estes procentajes reflejan la 
contidad de fago revertiente al tipo normal que se 
produce en la infecci6n par cada rnutante en la estirpe 
supresora y se calculan dividiendo el numero de placas 
presentes en condiciones restrictivas por el numero de 
94 
placas presentes en condi~iones permisivas y mul-
tiplicando por 100 el cociente. 
La diferencia entre el fndice de recombina- · 
ci6n entre ambos mutantes y la suma de los porcen-
tajes de fago revertiente al tipo normal producido 
en la infecci6n individual de cada mutante, resul-
ta ser nula, lo que sugiere que ambos mutantes, sus 
12(610) y sus 12(47), tienen la misma localizaci6n 
en el mapa genetico. 
6) PROTEINAS INDUCIDAS POR INFECCION DE B. SUBTILIS 
- +44 su+3 M0-101-P SU Y SU Y B. SUBTILIS MO- 99-P 
---
CON EL MUTANTE SUS 12(610) 
Si el mutante sus 12(610), aislado como rever-
tiente del mutante sus 12(47), capaz de crecer en~ 
bt .l. +44 B bt·1· +3 su 1 1s su y en __ . __ s_u_ 1 1s su , se hubiera pro-
ducido al tener lugar espontaneamente una t~ansici6n 
A--.G a nivel de tercera base del triplete sin sen-
tido contenido en el mutante sus 12(47), la protefna 
NP1, producto del cistr6n 12, debe ser sintetizada en 
1 t . +3 as es 1rpes supresoras su y su +44 despues de ser 
infectadas con el mutante sus 12(610) y el nivel en 
que esta sfntesis ocurra, sera el determinado por la 
eficiencia de supresi6n de~ida a cada estirpe supre-
sora. 
95 
Con objeto de cornprobar esta hip6tesis, se 
analizaron por electroforesis en geles de poliacri-
larnida (M~todos 11a) las pretefnas sintetizadas en 
+44 las estirpes B. subtilis M0-101-P su y su y en 
la estirpe B. subtilis M0-99 su+3 irradiadas con luz 
UV e infectadas con el mutante sus 12(610) y con el 
fago normal. 
En la figura 26 se rnuestra el desarrollo de 
fago que tiene lugar despues de la infecci6n de B. 
subtilis M0-101-P su irradiada 10,5 minutos, como 
se ha descrito (Metodos 10) con el fago normal y con 
el mutante sus 12(610). Como puede apreciarse, el 
mutante es incapaz de desarrollarse en la estirpe no 
supresora. 
Para estudiar la sfntesis de las protefnas in-
ducidas por el mutante sus 12(610) en la infecci6n de 
la estirpe no supresora, las coelectroforesis del cul-
tivo infectado por el mutante (marcado con leu-c14 del 
minuto 15 al 60 despues de la infecci6n) y de los cul-
tivos infectados por el fago norma~ o sin infectar 
(marcados con leu-H3 al mismo tiempo despues de infec~ 
ci6n) se llevaron a cabo como se ha descrito (M~todos 11a). 
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Figura 26. Desarrollo de fago en B. subtilis 
su- irradiado e infectado con ~29 
normal o con el mutante sus 12(610). 
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La figura 27 muestra el resultado de la co-
electroforesis de las proteinas sintetizadas en la 
estirpe no supresora despues de la infeccion con el 
mutante sus 12(610) y con el fago normal, puede ob-
servarse la ausencia de sfntesis de la protefna NP1 
as! como la aparici6n del fragmento de menor peso 
molecular (NPl*) analogamente a lo observado anterio-
mente con el mutante sus 12(47) (Resultados 4a) y 
de acuerdo con los resultados anteriores (47). 
La figura 28 muestra la coelectroforesis de 
los polipeptidos sintetizados en la estirpe B. sub-
tilis M0-101-P su infectada con el rnutante sus 12(610) 
y en la bacteria sin infectar. En la figura 29 se 
representa la radioactividad especffica del mutante 
en la bacteria infectada, calculada como se ha des-
crito (97). La ausencia de protefna NPl, queda clara-
mente determinada en todos los casas. 
+44 +3 Las estirpes B. subtilis su y su fueron 
irradiadas con luz UV durante 10,5 y 9 minutos, 
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respectivamente 1 infectadas con el mutante sus 12 
{610) y marcadas de 15 a 60 minutes con leu-c14 en 
+44 
el case de su y de 15 a 25 minutes en el caso de 
+3 
su 1 o infectadas con el fago normal y marcadas con 
leu-H 3 durante el rnismo tiempo indicado en cada case. 
Las celulas sin infectar se marcaron con leu-H 3 a los 
mismos tiempos seg(in la bacteria usada. 
La figura 30 muestra el desarrollo de fago 
que tiene lugar despu6s de la infecci6n de B. subtilis 
+44 
su con el fago normal y con el mutante sus 12(610). 
La figura 31 refleja lo mismo 1 pero en el caso de B. 
l '1. +3 SU)tl lS SU . En ambos casas puede observarse como 
el mutante es perfectamente capaz de desarrollarse en 
a~)as estirpes supresoras. 
La figura 32 muestra la coelectroforesis de 
1 t ~ . t. d B bt '1. . +3 d ~ as pro e~nas s1n 1za as en . su 1 1s su espues 
de la infecci6n con el mutante sus 12{610) y con el 
fago normal. Puede observarse la aparici6n de una 
pequena cantidad de protefna NP1 asf como la existen-
cia del fragmento de rnenor peso molecular {NP1*) 1 de 
acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente {47). 
La figura 33 presenta los resultados de la co-
electroforesis de las protefnas sintetizadas en la es-
tirpe su+3 en la infeccion con el mutante sus 12{610) 
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Figura 30. Desarrollo de fago en B. subtilis 
+44 . d" d . f t d ~29 su 1rra 1a o e 1n ec a o con P 
normal o con el·mutante sus 12(610). 
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Figura 31. Desarrollo de fago en B.· subtilis 
su+3 irradiado e infectado con ~29 
normal o con el mutante sus 12(610). 
z 
Q 
(.) 
(.) 
<( 
0:: 
lL 
N' 
I Q 
)( 
~ 
a_ 
0 
0 
<( 
0 
> ~ 
0 
<( 
0 
i5 
<( 
0:: 
8 
6 
4 
2 
2022 HPI 
,fb.rs26 
14821 I 1395~ 1430 
110511! 
906at_ 
HP3 
NP2 R 
6 II pr I i 
P, ~ 
! i nu fi fl. 
r r 
NP3 ~ 1 l ~vll 
I 
80 
FRACCION NUMERO 
pl5 
?1 
I 
I 
~ 
t 
t 
' I 
t 
I 
I 
t 
I 
I 
100 
Figura 32. Electroforesis de las protefnas in-
d "d B bt"]. +l . d" uc1 as en . su 1 _ls su 1rra la-
do e infectado con el mutante sus 12 
(610) o con ~29. -
120 
0 
• 
• 
• I 
~ 
z 
0 
0 
u 
<:{ 
8 
E 6-
N' 
' Q 
)( 
~ 
Cl... 
u 
0 4 
<:{ 
0 
~ 
~ 
u 
<:{ 
0 
0 
<:{ 2 
0:: 
1722.iKPI 
1385e 
J 
-,-
• 
HP31 
0 • 
pl5 
NPI• . 1 • ~~l 1 \ • 
V I ft f\ J • 
I ~I i t\t~3 J. \) _l.J, \ (\ 0 
NP! i ~-~ • 1 ~~ }1\J: •·Mf~~j='lib~ ~ ~ ·~<l ~ 
IUILLLU..l 20 40 60 80 JOQ 120 
FRACCION NUMERO 
Figura 33. Electroforesis de las proteinas in-
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Figura 34. Radioactividad espec1fica del mutante 
12(610) B b "1". +3 sus en . su t1 1s su . 
98 
y en la bacteria sin infectar. En la figura 34, se 
presenta la radioactividad espec1fica del mutante en 
la bacteria infectada, calculada como se ha descrito 
(9 7 ) . 
De la relaci6n de radioactividad presente en 
la protc!na NP1 a la radioactividad presente en la 
proteina NPl y el fragmento NP1*, se puede estimar 
una eficiencia de supresi6n de un 8%, valor que es 
similar al del 12% obtenido para la supresi6n del mu-
tan te sus 12 ( 4 7) (4 7 ) . 
La figura 35 presenta el resultado de la co-
electroforesis de las protefnas sintetizadas en la in-
+44 fecci6n de B. subtj_lis su por el mutante sus 12 (610) 
y por el fago normal. Puede apreciarse la presencia 
de una cantidad considerable de protefna NP1, y la 
existencia del fragrnento NP1*, si bien ~ste est& pre-
.d d 1 d ub .1. +3 sente en menor cantl a que en e caso e B. s tl lS su . 
La figura 36 muestra la coelectroforesis de 
1 ~ . . d 1 . +44 . f as prote~nas slntetlza as en a estlrpe su ln ec-
tada con el mutantc sus 12(610) yen la bacteria sin 
infectar. La figura 37 representa la radioactividad 
espec!fica del mutante en la bacteria infectada, cal-
culada como se ha descrito (97). De la relaci6n del 
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Figura 37. Radioactividad espec1fica del mutante 
sus 12(610) en B. subtilis su+44 . 
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numero de cuentas por minute contenidas en el pico 
de· prote1na NPl, respecto del numero de cuentas por 
minute, surna d~ las contenidas en el mismo pico y en 
el pico del fragmento NP1*, se puede estimar una efi-
ciencia de supresi6n del 57%, valor que es 7 veces 
mas alto que el obtenido en el caso de la estirpe ~ 
+3 
subtilis su , y que concuerda bastante bien con el 
valor del 64% obtenido en la supresi6n del mutante sus 
15 (212) (Resultados 4b). 
Los resultados anteriormente expuestos, su-
gieren que la estirpe B. subtilis su+ 3 contiene un 
1 t . B bt "1. +44 supresor ocre y que a es 1rpe . su 1 1s su con-
tiene un supresor ambar. El mutante sus 12(47) po-
dr1a contener una mutaci6n ocre que puede ser supri-
+3 +44 
mida por el supresor su pero no por el supresor su . 
En el caso del revertiente sus 12(610), se puede haber 
producido una transici6n A----. G en la tercera base 
del triplete dando lugar a una mutaci6n arnbar que puede 
+3 
ser suprimida por ambas estirpes supresoras, su 
+44 (ocre) y su (ambar) . 
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7) MUTANTES SUS DE f129 OBTENIDOS POR MUTAGENESIS CON 
NITROSOGUANIDINA 
Las colecciones de mutantes sus de f129 (49,50) 
han sido obtenidas utilizando estirpes supresoras que 
contenfan el supresor su+ 3 aislado por Georgopoulos 
(45) cuya eficiencia de supresi6n es debil (47 y Re-
sultados 6b) . 
La obtenci6n de una nueva colecci6n de mutantes 
sus de ~29 utilizando la estirpe supresora B. subtilis 
+44 M0-101-P su cuya elevada eficiencia de supresi6n 
ha sido determinada (Resultados 6b) , se abord6 con dos 
objetivos concretes: primero, comprobar si utilizando 
este supresor se podfan obtener mutantes en cistrones 
aun no identificados, o en cistrones que codificasen 
protefnas cuya sintesis se requiera en cantidad alta 
para el desarrollo del fago; estos mutantes podr1an 
no haberse obtenido utilizando la estirpe povtadora 
d 1 +3 d b'd b . f' . . d e supresor su , e l o a que su aJa e lClencla e 
supresi6n no permitirfa la sintesis de la protefna o 
protefnas en cuesti6n en cantidad suficiente para el 
desarrollo del mutante o mutantes qu~ serian inviables 
en esta estirpe supresora. Segundo, comprobar que los 
mutantes susobtenidos empleando para su selecci6n la 
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estirpe B. subtilis su+44 , que de acuerdo con los re-
sultados obtenidos, contiene un supresor arnbar, eran 
capaces de desarrollarse en la estirpe B. subtilis M0-
99 su+ 33 , que de acuerdo con esos resultados contiene 
un supresor ocre, puesto que los supresores ocre son 
capaces de suprirnir rnutanciones arnbar y ocre (55,61). 
Por rnutag~nesis con nitrosoguanidina (M~todos 
15) y utilizando B. subtilis M0-101-P su+ 44 como es-
tirpe supresora, se ha aislado una coleccion de 59 
rnutantes sus de ~29, seleccionados por su capacidad 
para·crecer en la estirpe supresora y no en B. subtilis 
110NA su- como se ha descrito (M~todos 16). 
Los mutantes sus de 029 de esta colecci6n, se 
agruparon en los diferentes cistrones por experimentos 
de complementaci6n cualitativa (M~todos 17 aii:), utili-
zando los mutantes representantes de grupo de las colec-
ciones de Moreno y col. (49) y de Reilly y col. (50). 
En la tabla XIII, se muestran los resultados 
de la complementaci6n cuantitativa realizada como se 
ha descrito (M~todos 17b), entre los mutantes sus re-
presentantes de grupo de las colecciones existentes 
(49,50 ) , y los mutantes sus representantes de grupo 
de la colecci6n aislada utilizando B. subtilis su+44 
como estirpe supresora. 
Tabla XIII. Complementaci6n cuantitativa de los 
mutantes sus de ~29 representantes de 
grupo aislados con nitrosoguanidina y 
de las diferentes colecciones. 
Cistron 
2 
3 
4 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
15 
16 
Mutantes sus 
2(513) X NG2020 
(0,04) (0,11) 
3 ( 91) 
( 0 f· 0 0 4) 
4 (56) 
(0,007) 
6(626) 
(0,5) 
7 ( 614) 
(0,01 
8(769) 
(0, 01) 
9(422) 
(0,006) 
10(136) 
(0,004) 
x NG231 
(0,07) 
X NG162 
(0,01) 
X NG252 
(0,5) 
x NG81 
(0,007) 
x NG2050 
(0,01) 
x NG235 
(0,11) 
x NG192 
(0,001) 
11(542) x NG57 
(0,001) (0,02) 
12(305) x NG204 
(0,1) (0,004) 
13(55) X NG72 
(0,15.) (0,005) 
15(212) x NG194 
(0,1) (0,08) 
16(241) X NG84 
(0,01) (0,03) 
Porcentaje de 
Complementacion 
0,11 
0,03 
0,01 
0,8 
0,007 
0,01 
0,02 
0,006 
0,02 
0,02 
0,07 
0,24 
0,06 
Los numeros entre parentesis corresponden a los indices 
de complementaci6n individuales. La cGmpleroentaci6n se 
realiz6 como se describe en Metodos 17b. 
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.En la table XIV, se presenta la distribuci6n 
en cistrones de la colecci6n de mutantes sus de More-
no y col. (49) obtenida utilizando B. subtilis su+ 3 
como estirpe supresora, en comparaci6n con la distri-
buci6n en cistrones de los 59 mutantes aislados uti-
lizando B. subtilis su+ 44 como estirpe supresora. Co-
mo puede apreciarse, se consiguieron representantes en 
3 cistrones que no se habian obtenido en la colecci6n 
+3 
aislada utilizando el supresor su ~9). No obstante, 
no han sido obtenidas mutaciones en cistrones diferen-
tes de los anteriormente identificados ( 49, 50 ) . 
La tabla XV muestra la supresi6n por B. subti-
lis M0-99 su+ 3 de los mutantes sus obtenidos utilizando 
B. subtilis M0-101-P su+ 44 como estirpe supresora. De 
los 59 mutantes agrupados en 13 cistrones, 14 de e11os, 
repartidos en 6 cistrones diferentes, no pueden desa-
11 1 t . +3 t . t 1 rro arse en a es 1rpe su , con rar1amen e a o que 
cabrfa esperar si B. subtilis su+ 3 fuera un supresor 
ocre (55 ) . Este resultado no seria tan sorprendente 
si el aminoacido insertado por la estirpe su+3 hiciera 
a 1~ proteina no funcional, o si la protefna suprimida, 
no lo fuera en cantidad suficiente para permitir el 
desarrollo del mutante. Esta ultima posibilidad pa-
rece improbable, dado que en todos los cistrones hay 
Tabla XIV. Grupos de complementaci6n de mutantes sus 
+3 +44 de ~29 aislados en B. subtilis su y su 
Cistron +3 +44 su su 
1 
2 3 3 
3 6 5 
4 10 2 
5 
6 2 
7 1 
8 6 
9 1 3 
10 10 5 
11 4 3 
12 1 2 
13 59 13 
14 1 
15 4 8 
16 2 6 
17 1 
Total cistrones afectados 13 
Tabla XV. Supresi6n per B. subtilis su+ 3 de mutantes sus 
de ~29 aislados en B. subtilis su+ 44 
Cistron 
Suprimido No Suprimido 
2 3 0 
3 3 2 
4 2 0 
6 2 0 
7 1 0 
8 4 2 
9 1 2 
10 3 2 
11 3 0 
12 2 0 
13 10 3 
15 8 0 
16 3 3 
a Valores referidos al numero de mutantes aislados en 
B bt . 1 . +4 4 . . d . . d . su 1 1s su que son supr1m1 os y no supr1m1 os, 
respectivamente, en B. subtilis su+ 3 . · 
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al menos, un mutante que si es suprimido por B. sub-
t .l. +3 1 . d b 1 1s su . De cua qu1er roo o y, en am os casos, se 
podrfa obtener supresi6n a nivel de proteina. 
8) PROTEINAS INDUCIDAS POR INFECCION DE B. SUBTILIS 
M0-101-P SU- Y SU+ 44 Y M0-99 SU+ 3 CON LOS MUTANTES 
sus 8(769) y sus 8(22). 
Para comprobar si la estirpe su+3 era capaz 
de suprimir a nivel de protefna a mutantes sus obteni-
d b 1 t . +44 . os so re a es 1rpe supresora su , que eran 1ncapa-
ces de desarrollarse sobre la estirpe su+ 3 , se escogi6 
el mutante sus 8(22) que cumplfa esta condici6n para 
estudiar las protefnas inducidas por este mutante en 
la infecci6n de ambas estirpes supresoras. El mutante 
sus 8(769) pertenece ala coleccion de Reilly y col. 
(50) y es capaz de desarrollarse en ambos supresores, 
+3 +44 1 . t 1 . t. su y su , o que conv1erte en un con ro pos1 1vo 
id6neo. El control negative vendra dado por las pro-
teinas inducidas por infecci6n de B. subtilis M0-101-
P su , con cada uno de estos dos mutantes. 
En la figura 38 se muestra el desarrollo de 
fago que tiene lugar despues de la infecci6n de B. 
subtilis M0-101-P su irradiada con luz UV durante 10.5 
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Figura 38. Desarrollo de fago en B. subtilis su 
irradiado e infectado con ~29 normal 
o con los mutantes sus 8(769) o sus 
8 (22). 
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minutes, como se ha descrito (Metotodos 10), con el 
fago normal y con los mutantes sus 8(769) y sus 8(22). 
Como puede apreciarse, los mutantes no pueden desa-
rrollarse· en la estirpe su-. 
La figura 39 muestra el resultado de la co-
electroforesis de las protefnas inducidas en la es-
tirpe no supresora irradiada despues de la infecci6n 
con el mutante sus 8(769) (marcadas con leu-c14 de 
15 a 60 minutes despues de la infecci6n y con el fa-
go normal (marcadas con leu-H 3 en el mismo tiempo). 
La figura 40 muestra la coelectroforesis de las pro-
tefnas sintetizadas en la infecci6n de la estirpe su-
con el rnutante sus 8(769) 14 (rnarcadas con leu-C de 15 
a 60 minutes despues de la infecci6n) y en la bacteria 
sin infectar (rnarcadas con leu-H 3 en el rnismo tiempo) . 
La figura 41 presenta la radioactividad especffica 
del rnutante en la bacteria infectada calculada como 
se ha descrito anteriormente (97). La ausencia de 
las protefnas HP1 y HP3 en la bacteria infectada por 
el rnutante, queda claramente establecida, como ya ha 
sido descrito en otras estirpes no supresoras (39,40). 
La : coelectroforesis de las proteinas induci-
das en la estirpe su- irradiada,despues de la infec-
14 
ci6n con el mutante sus 8(22)- (marcadas con leu-C 
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Figura 44. Radioactividad especifica del mutante 
sus 8(22) en B. subtilis su-. 
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de 15 a 60 minutes despues de la infecci6n) y con el 
fago normal (marcadas con leu-H3 en el mismo tiempo) , 
se muestra·. en la figura 42. La figura 43 muestra la 
coelectroforesis de las proteinas sintetizadas en la 
infecci6n de la estirpe no supresora con el mutante 
14 
sus 8(22) (marcadas analogamente con leu-C ) y en 
la bacteria sin infectar (marcadas con leu-H 3 en el 
mismo tiempo) . La radioactividad espec1fica del mu-
tante en la bacteria infectada calculada como se ha 
descrito (97), se muestra en la figura 44. Analoga-
mente a lo que ocurria en el caso del mutante sus 8 
(769), se puede apreciar la ausencia de sintesis de 
las proteinas HPl y HP3. 
En la figura 45 se muestra el desarrollo de 
fago que tiene lugar despues de la infecci6n de B. 
subtilis M0-99 su+3 , irradiado con luz UV durante 9 
minut.os (como se ha descrito H~todos 10), con el fago 
normal y con los mutantes sus 8(769) y sus 8(22). 
Puede apreciarse que a diferencia del fago normal y 
del mutante sus 8(769), el mutante sus 8(22), no puede 
desarrollarse en esta estirpe. 
...J 
~ 
m' 
'o 
)( 
a.. 
LL. 
::::> 6 
4 
0 
Figura 45. 
/.029 
sus8(769) 
0"---0 
sus8{22) 
30 60 
TIEMPO,MINUTOS 
Desarrollo de fago en B. subtilis 
su+ 3 irradiado e infectado con ~29 
normal o ~con los mutantes sus 8(769) 
0 sus 8 ( 2 2) . 
106 
La figura 46 muestra el resultado de la co-
electroforesis de las protefnas inducidas en la es-
tirpe su+ 3 irradiada despu~s de la infecci6n con el 
mutante sus 8(769) 14 (marcadas con leu-C 1 de 15 a 
40 rninutos despues de la infecci6n) y con el fago nor-
mal (marcadas con leu-H3 en el misrno tiernpo) . La 
figura 47 muestra la coelectroforesis de las proteinas 
sintetizadas en la infecci6n de la estirpe su+ 3 con 
el mutante sus 8(769) (marcadas analogamente con leu-
c14) y en la bacteria sin infectar (marcadas con leu-
3 1 . . ) H en e mlsmo tlempo . La figura 48 presenta la ra-
dioactividad especffica del rnutante en la bacteria in-
fectada, calculada como se ha descrito (97). Puede 
apreciarse la sfntesis de pequenas cantidades de las 
protefnas HP1 y HP3 cuando el mutante sus 8(769) in-
fecta a B. subtilis su+ 3 . De la relaci6n de HP1 y HP3, 
respectivarnente, a la protefna p15 (39) sintetizadas 
en celulas infectadas por el fago normal Y 1 de la 
misma relaci6n en c~lulas infectadas por el mutante 
sus 8(769) 1 se puede estimar una supresi6n de un 7% 
para HP1 y un 5% para HP3, valores que estan en la 
orden del indice de supresi6n que se ha descrito para 
esta estirpe supresora (47). 
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La coelectroforesis de las protefnas inducidas 
1 t . +3 . d" d d ~ d 1 . f en a es 1rpe su 1rra 1a a, espu~s e a 1n ec-
ci6n con el mutante sus 8(22) (marcadas con leu-c14 
de 15 a 40 minutos despues de la infecci6n) y con el 
3 fago normal (marcadas con leu-H en el mismo tiempo) , 
se presenta en la figura 49. La coelectroforesis de 
las protefnas sintetizadas en la infecci6n de la es-
+3 tirpe su con el mutante sus 8(22) (marcadas analoga-
14 
mente conleu-C ) yen la bacteria sin infectar (mar-
cadas con leu-H3 en el mismo tiempo) , se muestra en 
la figura 50. La radioactividad especffica del mutante 
en la bacteria infectada, calculada como se ha descri-
to (97), se presenta en la figura 51. En este caso, 
se puede observar la sfntesis de pequefias cantidades 
de las protefnas HP1 y HP3 cuando el mutante sus 8(22) 
infecta a B. subtilis M0-99 su+ 3 Siguiendo el mismo 
tipo de calculo empleado en el caso del mutante sus 
8(769), se puede determinar una supresi6n de aproxima-
damente un 10% para arnbas protefnas, HP1 y HP3, un 
valor similar al obtenido para los mutantes sus 12(47), 
sus 15(212) (47), sus 8(769) y sus 12(610). 
La figura 52 muestra el desarrollo de fago 
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Figura 51. Radioactividad especifica del mutante 
sus 8(22) en B. subtilis su+ 3 
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luz UV durante 9 minutes, como se ha descrito (Me-
todos 10), cuando es infectada por el fago normal o 
por los mutantes sus 8(769) y sus 8(22). Tanto el 
fago normal como los dos mutantes sus, pueden desa-
rrbll·arse perfectamente en est a estirpe supresora. 
La figura 53 muestra el resultado de la co-
electroforesis de las protefnas inducidas en la es-
t . +44 · a· d a ~ a 1 · f ·6 1rpe su 1rra 1a a, espues e a 1n ecc1 n con 
el mutante sus 8 ( 7 6 9) (marcadas con leu-c14 de 15 a 
60 minutes despues de la infecci6n) y con el fago nor-
3 
mal (marcadas con leu-H el el mismo tiempo). En la 
figura 54 se muestra la coelectroforesis de las pro-
tefnas sintetizadas en la infecci6n de la estirpe 
+44 
el mutante 8 (769) (marcadas analog a-su con sus 
mente 14 la bacteria sin infectar (mar-con leu-C ) y en 
cadas 3 el mismo tiempo) . figura 55 con leu-H en La 
presenta la radioactividad especffica del mutante en 
la bacteria infectada, calculada como se ha descrito 
(97). Cuando el mutante sus 8(769) infecta a B. sub-
+44 tilis M0-101-P su , se puede apreciar la sfntesis 
de las protefnas HP1 y HP3 en mayores cantidades que 
cuando el mutante infecta a B. subtilis M0-99 su+ 3 , 
pudiendose estimar en un calculo identico al efectuado 
entonces (Resultados 8b), una supresi6n del 44% para 
HPl y del 32% para HP3. 
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Figura 53. Electroforesis de las p~ot~1nas in-
d "d B bt"l" +44 . d" uc1 as en . su 1 1s su 1rra la-
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Figura 54. Electroforesis de las protefnas in-
d "d B bt"l· +44 . d" uc1 as en . su 1 1s su 1rra 1a-
do e infectado con el mutante sus 
8(769) o sin in£ectar. 
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La coelectroforesis de las protefnas induci-
d 1 t o +44 o d" d d ~ d 1 o as en a es 1rpe su 1rra 1a a, espu~s e a 1n-
fecci6n con el mutante sus 8{22) (marcadas con leu-
c14 de 15 a 60 minutes despues de la infecci6n) y 
con el fago normal {marcadas con leu-H3 en el mismo 
tiernpo), se rnuestra en la figura 56. La coelectro-
foresis de las protefnas sintetizadas en la infecci6n 
de la estirpe su+ 44 con el mutante sus 8(22) (marcadas 
14 
analogarnente con leu-C ) y en la bacteria sin infec-
tar (marcadas con leu-H3 en el mismo tiempo) , se roues-
tra en la figura 57. La radioactividad especffica 
del mutante en la bacteria infectada, calculada como 
se ha descrito (97), se presenta en la figura 58. 
Como puede observarse, cuando el mutante sus 8(22) in-
fecta a B. subtilis M0-101-P su+ 44 , tiene lugar la 
sfntesis de mayores cantidades de las proteinas HP1 y 
+3 HP3 que cuando infecta a B. subtilis M0-99 su , y 
se puede estimar realizando el mismo calculo que en-
tonces (Resultados 8b), una supresi6n del 48% para HP1 
y del 37% para HP3, valores que concuerdan con los ob-
tenidos para el mutante sus 8(769) y que estan en el 
orden de los encontrados con los mutantes sus 15(212) 
y sus 12(610), de un 64 y un 57% respectivamente (Re-
sultados 4b y 6b). 
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Figura 56. Electroforesis de las proteinasiin-
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do e infectado con el mutante sus 
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Figura 57. Electroforesis de las prote1nas in-
d 'd B bt'l' +44 . d' uc1 as en . su 1 1s su 1rra la-
do e infectado con el mutante sus 
8(22) o sin infectar. 
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Figura 58. Radioactividad especifica del mutante 
sus 8(22) en B. subtilis su+ 44 . 
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9) REVERTIENTES DEL MUTANTE SUS 8(22) 
Las resultados obtenidos sugieren que la im-
posibilidad del mutante sus 8(22) para desarrollarse 
en B. subtilis M0-99 su+ 3 , noes debida a que esta 
estirpe no pueda suprimir la mutaci6n sus, puesto 
que a nivel de prote1na sf lo hace, aunque el mutante 
no pueda desarrollarse en esta estirpe. 
Este resultado es compatible con la posibili-
dad de que B. subtilis M0-99 su+ 3 contcnga un supresor 
ocre y B. subtilis M0-101 su+ 44 un supresor ambar, 
como anteriormente se ha expuesto. Si esto es asf, 
el mutante sus 8(22) obtenido utilizando la estirpe 
su+ 44 debe ser ambar y a partir de el, se podrfan ob-
tener revertientes que fueran ocre, para lo cual bas-
ta que ocurra espontaneamente una transici6n G~ A 
en el triplete sin sentido. Estos revertientes ocre, 
ser1an suprimidos te6ricamente por la estirpe su+ 3 y 
1 ~ 1 . +44 h b" . no o serian por a est1rpe su . A ora 1en, Sl 
1 . ~ "d . t 1 t• . +3 h e am1noac1 o que lnser-a a es 1rpe su ace no 
funcional a la protefna, (como se desprende de los 
resultados obtenidos), los revertientes ocre tampoco 
podrfan desarrollarse en la estirpe su+ 3 , de tal rna-
nera, que sobre esta estirpe s6lo se podran obtener 
revertientes al tipo normal, que podran desarrollarse 
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·-
en la estirpe su y en las dos estirpes supresoras, 
+3 +44 
su y su 
Con objeto de comprobar esta posibilidad, se 
procedi6 a aislar revertientes del mutante sus 8(22) 
de la siguiente manera: El mutante sus 8(22) se pla-
que6 sobre la estirpe B. subtilis M0-99 +3 su a una 
diluci6n apropiada de acuerdo con la frecuencia de 
reversion del mutante y de manera que se obtuvieran 
100 placas de lisis por placa Petri. Analogamente 
a lo realizado en el caso del mutante sus 12 (47) (Re-
sultados 5), 500 placas de lisis independientes, asf 
obtenidas, se replicaron con palillos esteriles sobre 
placas Petri previamente sembradas con B. subtilis 
110NA su- y con B. subtilis H0-99 su+3 y en este orden, 
con el fin de seleccionar aquellos revertientes que 
d . d 11 1 t. +3 1 pu 1eran esarro arse en a es 1rpe su y no en a 
su . 
De los 500 revertientes que se aislaron a par-
tir del mutante sus 8(22) y que podfan desarrollarse 
en B. subtilis su+ 3 , no hubo ninguno que no pudiera 
desarrollarse en B. subtilis 110NA su-, es decir, no 
hubo ninguno que fuera mutante sus, siendo todos ellos re-
vertientes al tipo normal. Este resultado es compa-
tible, por tanto, con la posibilidad de que la estirpe 
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+3 
supresora su sea capaz de suprimir el triplete sin 
sentido presente en el mutante sus 8(22), aunque·el 
desarrollo del mutante pueda no tener lugar. 
10) PROTEINAS INDUCIDAS POR INFECCION DE B. SUBTILIS 
M0-99 SU+ 3 CON LOS MUTANTES SUS 16(121) Y SUS 
Para comprobar si otros mutantes sus aislados 
+44 
en B. subtilis M0-101-P su que no podian desarro-
+3 llarse en B. subtilis M0-99 su , resultaban suprimi-
dos por esta ultima estirpe a nivel de prote1na, se 
estudiaron los mutantes sus 16(121) y sus 16(172). 
La prote1na producto de este cistr6n, p16, solo se 
resuelve de la proteina NP2 en electroforesis en pla-
ca (39); por ello, las proteinas inducidas por infec-
ci6n con estos dos mutantes, fueron estudiadas utili-
zando este sistema de separaci6n, como se ha descrito 
en Metodos 12b) . 
La figura 59 muestra desarrollo de fago 
que tiene lugar al infectar B. subtilis M0-99 +3 su 
irradiado con luz UV durante 9 minutos como se ha 
descrito (Metodos 10) , con el fago normal y con los 
mutantes sus 16(121) y sus 16{172). Como puede apre-
ciarse, s6lo el fago normal puede desarrollarse. 
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Para estudiar la sfntesis de las protefnas 
inducidas por los mutantes sus 16(121) y sus 16(172) 
y por el fago normal en la infecci6n de la estirpe 
+3 . d" d t 1~ t d 1 lt" su 1rra 1a a, se omaron a LCUO as e os cu 1-
vos infectados marcados con leucina-c14 del minuto 
15 al 35 despues de la infecci6n, se lisaron y se 
disociaron las protefnas para sorneterlas a electro-
foresis en geles de poliacrilarnida en placa (Metodos 
11b) . La auborradiograffa de las placas de electro-
foresis y las densitornetrfas de la rnismas, se reali-
zaron como se ha descrito en Metodos 12b. 
Las figuras 60A y 61A muestran la densito-
metrfa correspondiente a la autoradiograf1a de la 
electroforesis de las protefnas presentes en las 
bacterias infectadas por el fago normal. La figura 
60B presenta la densitornetrfa correspondiente a las 
bacterias infectadas con el mutante sus 16(121) y la 
figura 61B, la densitometrfa de las bacterias infec-
tadas con el rnutante sus 16(172). La densitometrfa 
correspondiente a las c~lulas sin infectar se muestra 
en las figuras 60C y 61C. 
Como puede apreciarse en la figura 60B, la 
sfntesis de la protefna pl6 tiene lugar en pequena 
cantidad, cuando·el mutante sus 16(121) infecta a 
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Figura 60. Densitometria de las pnotefnas in-
d "d B bt"l" +) . d" uc1 as en . su -1 1s su 1rra la-
do e infectado con el mutante sus 
16(121). 
B. subtilis M0-99 +3 su 
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apareciendo un pico en la 
misma posicion que en celulas infectadas por el fago 
normal (figura 60A), pico que esta ausente en celu-
las sin infectar (figura 60C). 
En la figura 60B puede apreciarse ademas, la 
existencia de un pico de peso molecular inferior al 
de p16, que no aparece en celulas infectadas por el 
fago normal ni en sin infectar y que podr1a 
tratarse de un fragmento de p16 (p16*). 
Tanto de la relaci6n de prote1nas p16 a NP2 
en celulas infectadas con el mutante sus 16(121), 
respecto a la rnisma relaci6n en celulas infectadas 
con fago normal, como de la relaci6n de prote1na p16 
al presunto fragmento de p16 (p16*) en celulas infec-
tadas por el mutante sus 16(121), se puede calcular 
una supresi6n alrededor de un 20%. La determinaci6n 
de la supresi6n en este caso, es mucho menos precisa 
que en el caso de los experimentos en que las celulas 
infectadas se marcan con diferente is6topo que las 
celulas sin infectar, ya que es mas dif1cil cuant~. 
tizar la contribuci6n de las prote1nas sintetizadas 
en la bacteria sin infectar. 
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La infecci6n de B. subtilis M0-99 +3 su con 
el mutante sus 16(172) (figura 61B) produce resulta-
dos similares, con la excepci6n de que el presunto 
fragmento (p16*) esta ausente en este caso. De la 
relacion de prote1na p16 a NP2 en bacterias infec-
tadas por el mutante sus 16(172) respecto ala mis-
rna relacion en celulas infectadas por el fago normal, 
se puede calcular, en este caso, una supresi6n de 
aproximadamente un 10%. 
Estos resultados confirman la posibilidad de 
que el amino~cido insertado por la estirpe B. subti-
lis M0-99 su+ 3 pueda impedir el desarrollo de un mu-
tante determinado por hacer a la prote1na no funcional, 
aunque la supresi6n a nivel de prote1na realmente ten-
ga lugar. 
11) MUTANTES SUS EN EL CISTRON 8 
En la tabla XVI se muestran los resultados 
de la recombinaci6n intracistr6nica realizada por 
cruces de dos factores, como se ha descrito (M~todos 
18a, utilizando B. subtilis su+ 44 como estirpe su-
presora), de los mutantes sus en el cistr6n 8, obteni-
~os por mutagenesis de ~29 con nitrosoguanidina (Re-
sultados 7), y de los representantes de grupo en este 
Tabla XVI. Recombinaci6n intracistr6nica de los mutantes 
sus en el cistr6n 8 obtenidos por mutagenesis 
con NG. 
Cruce Unidades de recornbinaci6n 
ts8 ( 9 3) x sus8(769) 0,4 
ts8(93) x sus8(22) 0,2 
ts8(93) x sus8(2050) 0,4 
ts8(93) x sus8(254) 0,39 
ts8(93) x sus8(2431) 0,2 
ts8(93) x sus8(207) 0,41 
ts8(93) x sus8{10) 0,37 
. SUS 8 ( 7 6 9) X SUS 8 ( 2 2 ) 0,15 
sus8(769) x sus8 (2050) 0,025 
sus8(769) x sus8 (254) 0,05 
sus8(769) x sus8 (2431) 0,16 
sus8 (769) x sus8 ( 207) < 0, 01 
sus8 (769) x sus8 ( 10) 0,02 
sus8(22) x sus8 {207) 0,14 
sus8(22) x sus8 (254) 0,13 
La estirpe supresora utilizada fue B. subtilis M0-101-P 
+4 4 L b' . 6 1. 6 d . b su • a recorn 1nac1 n se rea 1z como se escr1 e en 
Metodos 18a. 
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cistr6n de las colecciones de Reilly y col. (SO) 
(mutante sus 8(769)), y de Talavera y col. (42) 
(mutante ts 8(93)). 
Como puede apreciarse de estos resultados, 
los mutantes se encuentran localizados en, o pr6-
ximamente a la posici6n definida por el mutante 
sus 8(769); tati s6lo dos mutantes, sus 8(22) y sus 
8 (2431) (que son incapaces de desarrollarse en B. sub-
t "l" +3) l lS SU , se localizan a la derecha del mutante 
sus 8(769), aproximadamente a 0.15 unidades de re-
combinaci6n. En la tabla V (Resultados 1c) se pre-
sent6 el resultado del cruce entre los mutantes sus 
8(769) y ts 8(93) llevado a cabo utilizando B. sub-
t "l" +3 t" 1 lS su como es 1rpe supresora. Como puede obser-
varse, la distancia entre estos dos mutantes es de 
0.8 unidades de recombinaci6n, distancia que es doble 
de la encontrada entre los mismos mutantes cuando la 
estirpe supresora utilizada fue B. subtilis su+ 44 . 
Es evidente que los sistemas de recombinaci6n en am-
bas estirpes son diferentes y que la eficiencia de 
1 t . +44 b. . 6 . d t a es 1rpe su en recom 1nac1 n es aprox1ma amen e 
+3 
un 50% de la eficiencia de la estirpe su Teniendo 
en cuenta esta diferencia, se podria aproximar la 
distancia entre el mutante sus 8(769) y los mutantes 
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sus 8(22) y sus 8(2431) a 0.3 unidades de recombina-
ci6n si la estirpe utilizada como supresora hubiera 
"d B b ·1· +3 Sl 0 • SU tl lS SU • 
Los mutantes sus en el cistr6n 8 (de las 
diferentes colecciones) , son incapaces de sintetizar 
en condiciones restrictivas las protefnas HPl y HP3, 
como ha sido descrito (40) y como se ha mostrado en 
Resultados 8a en el caso de los rnutantes sus 8(769) y 
sus 8(22) (figuras 39 a 41 y 42 a 44, respectivamente). 
Por otra parte las protefnas HPl y HP3 pueden tener 
peptidos trfpticos comunes (98). Ambos resultados, 
podrfan sugerir que las protefnas HPl y HP3 se sinte-
tizan en forma de una protefna precursora que despues 
es procesada especificamente para producir ambos poli-
peptidos. Serfa un caso similar al descrito (41), del 
precursor de la protefna que forma los apendices del 
cuello de ¢29 (P-NPl) , que da lugar a la prote1na NPl 
y una prote1na de bajo peso molecular (39,40 ). No 
obstante, si la prote1na precursora de HPl y HP3 exis-
te, su presencia no ha sido detectada hasta el memento. 
Otra posible interpretaci6n para el hecho de 
que los rnutantes sus en el cistr6n 8 sean incapaces 
de sintetizar protefnas HPl y HP3 en condiciones 
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restrictivas, serfa la existencia de un efecto polar 
de la mutaci6n sus en el cistr6n 8 (que codificaria 
una de las dos protefnas) sobre otro cistr6n situado 
a la derecha del 8 (que codificaria la otra protefna) 
y en el que aGn no se ha obtenido ningGn mutante sus. 
Serfa un caso similar al efecto polar descrito para 
los cistrones 10 y 11 (49). 
La obtenci6n de nuevos mutantes sus en el 
cistr6n 8 (o en el cistr6n situado a su derecha) y 
el estudio de las proteinas inducidas en la infecci6n 
de B. subtilis 110NA su con estos nuevos mutantes, 
perrnitirfa cornprobar si alguna de las dos posibili-
dades (proteina precursora, o efecto polar) es correcta. 
Con este objeto se abord6 la obtenci6n de 
mutantes sus de ~29 en el cistr6n 8 mediante muta-
genesis in vitro. 
12) MUTANTES SUS DE ~29 EN EL CISTRON 8 OBTENIDOS 
POR MUTAGENESIS IN VITRO 
Los tratamientos mutagenicos empleados para 
aislar mutantes sus de ~29 integrados en las diferentes 
colecciones, se realizaron sobre particulas de fago com-
pletas cuando fueron in vitro, utilizando acido nitroso, 
trietilen melamina, etilmetano sulfonato e hidroxi-
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lamina como agentes mutagenicos, o sobre el DNA en 
replicaci6n cuando fueron in vivo, utilizando nitro-
soguanidina, trietilen melamina y 5-bromodeoxiuri-
dina como agentes mutagenicos (38,40, 49, 50). 
Con objeto de permitir una acci6n mas eficiente 
del agente mutagenico, se utilizaron el fragmento EcoRI-
A del DNA de 029 y el DNA lineal de 029 en soluci6n 
y, como agentes mutagenicos, acido nitroso, hidroxi-
lamina y nitrosoguanidina. Los tratamientos mutageni-
cos se llevaron a cabo como se indica en Metodos 22. 
El fragmento EcoRI-A del DNA de 029 abarca 
aproximadarnente la mitad izquierda del genoma del fa-
go, extendiendose desde el cistr6n 1 al 9 como se ha 
cornprobado por rescate de marcadores (68). La utili-
zaci6n de este fragmento del DNA de ~29 permitira 
obtener rnutaciones s6lo en la regi6n del genoma com-
prendida entre sus dos extremos. 
La utilizaci6n del doble mutante sus 4(56)-ts 
8(93) (obtenido como se describe en Metodos 20) en el 
precedimiento de selecci6n por rescate de marcadores 
(Metodos 23a) , permitira seleccionar s6lo aquellos rnu-
tantes sus que no sean termosensibles y que se hayan 
rescatado por sobrecruzamientos que han tenido lugar 
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ala derecha del marcador ts 8(93). La seleccion por 
complementaci6n cualitativa (Metodos 23b) permitira 
escoger aquellos mutantes sus que lo sean exclusiva-
mente en el cistr6n 8. 
Con objeto de evitar que mutaciones muy 
pr6ximas al marcador sus 9(422) pudieran perderse 
en la selecci6n por rescate de marcadores, debido 
a la d~bil eficiencia con que este marcador es res-
catado por el fragmento EcoRI-A del DNA de ~29, el 
DNA lineal de ~29 se mutageniz6 igualmente y los mu-
tantes sus fueron seleccionados de la misma forma, 
para obtener mutantes sus exclusivamente en el cis-
tr6n 8. 
La tabla XVII muestra los mutantes en el cis-
tr6n 8 obtenidos con cada agente mutagentico y utili-
zando DNA lineal de ~29 o el fragmentt EcoRI-A en la 
mutagenesis. Estes mutantes se obtuvieron de un total 
de 20.000 placas de lisis individuales comprobadas. 
La tabla XVIII muestra los resultados de la 
complementaci6n cuantitava, llevada a cabo como se 
describe en Metodos 17b, de los mutantes sus en el 
cistr6n 8 con los representantes de grupo sus 8(769) 
y ts 8(93), como control de complementaci6n negativa, 
Tabla XVII. Mutantes sus de ~29 en el cistr6n 8 obtenidos por mutagenesis 
in vitro. 
DNA mutagenizado Mutantes obtenidos Agente mutagenico 
NA HG NG 
Nurnero de mutantes 
Fragmento EcoRI-A 
DNA lineal 
NA200ll,NA500ll,NA50012 
NA7221, NA7222, NA90011 
NA71 HA23 
6 0 0 6 
1 1 2 
Los mutantes obtenidos por tratamiento con acido nitroso llevan el prefijo NA, los 
obtenidos con hidroxilamina, el prefijo HA. Las siglas NG representan al.tratamien-
to mutagenico llevado a cabo con nitrosoguanidina. Todos los mutantes son de origen 
independiente. Los tratamientos mutag~nicos se llevaron a cabo como se describe en 
Metodos 22a-c. 
Tabla XVIII. Complementaci6n cuantitativa de los mutantes sus de ~29 en el cistr6n 
8 aislados por mutagenesis in vitro. 
NA20011 NA50011 NA50012 NA7221 NA7222 NA71 HA23 ts8 ( 9 3) sus4 (56) 
(0,03) (0,014) (0,005) (0,18) (0,02) (0,15) (0,04) (0,04) (0,03) 
sus8(769) 
(0,01) 0,02 0,016 0,007 0,07 0,05 0,03 0,06 0,03 40 
ts8 (93) 
f (0,04) 0,07 0,04 0,02 0,04 0,01 66 
Los nlimeros entre parentesis corresponden a los indices de complementaci6n individual. 
La complementaci6n se realiz6 como se describe en Metodos 17b. 
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y sus 4(56) 1 como control de complementaci6n positiva. 
El mutante NA-90011 se identific6 como perteneciente 
al cistr6n 8 por cornplementaci6n cualitativa exclusiva-
mente. 
La tabla XIX muestra los resultados de la lo-
calizaci6n gen~tica de los mutantes sus en el cistr6n 
8 llevada a cabo por cruces de dos factores utilizando 
+3 B. subtilis su como estirpe supresora (M§todos 18a). 
Como puede apreciarse 1 todos los mutantes sus obteni-
dos 1 se localizan muy pr6ximos al marcador sus 8(769) 1 
coincidiendo con §1 1 o a su izquierda. No se obtuvo 
ningGn mutante que se localizara entre los marcadores 
ts 8(93) y sus 9(422). 
13) PROTEINAS INDUCIDAS POR INFECCION DE B. SUBTILIS 
110NA SU CON LOS MUTANTES SUS EN EL CISTRON 8 
AISLADOS POR MUTAGENESIS IN VITRO 
Para estudiar la sfntesis de las protefnas 
inducidas por los mutantes sus 8(22) 1 sus 8(20011) 1 
SUS 8 (50011) f SUS 8 (50012) 1 SUS 8 (7221) 1 SUS 8 (7222) 1 
sus 8(90011) 1 sus 8(71) y por el fago normal en la 
infecci6n de la estirpe B. subtilis 110NA su irradiada 
con luz UV durante 7.5 minutos como se ha descrito 
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(Metodos 10), se tomaron al1cuotas de los cultivos in-
fectados marcados con leucina-c14 del minuto 28 al 35 
despues de la infecci6n e incubados durante dos minutes 
adicionales, con un exceso de 100 veces de leucina 
fria; las bacterias infectadas se lisaron y las pro-
te1nas se disociaron para someterlas a electroforesis 
en geles de poliacrilamida en placa {Metodos 11b) . La 
autorradiograffa de la placa de electroforesis se 
realiz6 como se ha descrito en Metodos 12b. Se llev6 
como control. Un cultivo sin infectar marcado en las 
mismas condiciones. La figura 62 (A y B) muestra el 
desarrollo de fago que tiene lugar en la infecci6n de 
B. subtilis llONA su- irradiada con los mutantes sus 
en el cistr6n 8 arriba citados y con el fago normal. 
Como puede apreciarse solo el fago normal es capaz de 
desarrollarse. 
La figura 63 muestra la autorradiograffa de la 
placa de electroforesis de las protefnas presentes en 
las bacterias infectadas por el fago normal y por los 
mutantes sus en el cistr6n 8 arriba citados, asf como 
de las prote1nas presentes en la bacteria sin infectar. 
Puede apreciarse la ausencia de s1ntesis de las pro-
te1nas HPl y HP3 en todos los mutantes en el cistr6n 
susS susS susS susS susS susS susS susS - ~ ~ 29 
(20011) (50011) (50012) (7221) (7222) (90011) (22) (71) 
-
--NP3 
__ NP2 
--piG 
--HP3 
Figura 63. Autorradiograffa de las proteinas 
inducidas en condiciones restric-
tivas por mutantes sus en el cis-
tr6n 8. 
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Fiqura 62B. Desarrollo de fago en B. subtilis 
su- irradiado e infectado con ~29 
normal o con mutantes sus en el cis-
trc;n 8. 
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-
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Figura 63. Autorradiograf!a de las proteinas 
inducidas en condiciones restric-
tivas por mutantes sus en el cis-
tr6n 8. 
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8, analogamente a lo que ocurria en el caso de las 
protefnas sintetizadas en la infecci6n de B. subtilis 
M0-101-P su con los mutantes sus 8(769) y sus 8(22) 
(Resultados Sa) y de acuerdo con la localizaci6n 
genetica de estos mutantes. 
14) MUTANTES SUS A25, SUS G10, SUS H1 Y SUS 7(614} 
Los mutantes sus A25, sus G10 y sus H1 fue-
ron originalmente aislados por el Dr. B.E. Reilly a 
partir del mutante sus 14(1241) por mutagenesis in 
vivo con bromodeoxiuridina. Estos mutantes poseian 
por tanto la mutaci6n de lisis retrasada respecto al 
fago normal al igual que el fago paterna y mostraron, 
adem&s, modificaciones en las proteinas HPl y HP3, sin-
tetizadas en condiciones restrictivas; el mutante sus 
A25 sintetiza en dichas condiciones una proteina de 
menor movilidad electroforetica en geles de poliacri-
lamida que la protefna HP3 del fago normal; el rnutante 
sus G10, en analogas condiciones, sintetiza una protei-
na de menor movilidad electroforetica en geles de poli-
acrilamida que la proteina HP1 del fago normal y el mu-
tante sus H1, en las mismas condiciones, es incapaz de 
sintetizar la proteina HP3, dando lugar a la apari-
ci6n de un polipeptido que no es sintetizado por el 
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fago normal y que podrfa tratarse de un fragmento de 
la proteina HP3 (95). No obstante, las modificacion-
es en las proteinas HPl o HP3 de estos mutantes apren-
temente no afectan a la viabilidad de los mismos en 
condiciones restrictivas, puesto que las particulas 
de fago ensambladas en dichas condiciones resultan 
ser infectivas (95). 
En la tabla XX se presenta la producci6n de 
fago que tiene lugar en la infecci6n de B. subtilis 
110NA su con cada uno de los mutantes, expresada en 
porcentaje respecto de la que tiene lugar en la in-
fecci6n con el fago normal en las mismas condiciones, 
cornparandola con la producci6n de fago que tiene lu-
gar en la infecci6n con el mutante sus 12(610) !leva-
do como control. El experimento se realiz6 como se 
describe en Metodos 17b. Como puede apreciarse, la 
producci6n de fago en las bacterias infectadas por 
los mutantes sus A25, sus GlO y sus Hl, supera a la 
que tiene lugar en el caso del fago normal, como se-
ria de esperar de acuerdo con un fenotipo de lisis re-
trasada respecto del fago normal. 
El mutante sus 7(614) es incapaz, en condi-
ciones restrictivas, de inducir la sintesis de la pro-
tefnas p7 y HP3 sintetizandose un polipeptido cuya 
Tabla XX. Producci6n relativa de fago en B. 
subtilis 110NA su- infectado con 
mutantes sus de ~29 a 42Q C. 
Mutante 
+ sus 
A25 
GlO 
H1 
12{610) 
% de Fago Producido en su 
100 
315 
333 
350 
0.05 
B. subtilis 110NA su creciendo en medio LB suple-
mentado se infect6 en fase logar1tmica con ~29 nor-
mal o con los diferentes mutantes sus que se indican, 
a multiplicidad 10. Los cultivos infectados se pro-
cesaron como se indica en complementaci6n cuantitativa. 
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movilidad electroforetica en geles de poliacrilamida 
el ligeramente superior a la de esta ultima proteina 
( 39 ) . Este mutante complementa con mutantes que 
no dan lugar a la sintesis de protefna HP3, lo que 
sugiere que la proteina HP3 sintetizada por el mu-
tante sus 7(614) es dispensable. Si esto es as!, 
revertientes del mutante sus 7(614) serfan viables en 
condiciones restrictivas, pero podr1an no ensamblar 
las fibras en la partfcula de fago, si la protefna 
HP3 sintetizada en estas condiciones es incompleta. 
Con objeto de comprobar esta posibilidad, se aislaron 
varios revertientes del mutante sus 7(614), por pla-
-queo sobre B. subti}is 110NA su , y se seleccion6 uno 
de ellos, el revertiente IV, para su posterior estudio. 
15) PROTEINAS INDUCIDAS EN LA INFECCION DE B. SUB-
TILIS 110NA SU CON LOS MUTANTES SUS A25, SUS 
GlO, SUS H1, SUS 7(614) Y EL REVERTIENTE IV. 
Para estudiar la sfntesis de las protefnas 
inducidas por estos mutantes y por el fago normal, 
se infecto B. subtilis 110NA su-, irradiada con 1 .'~ 
luz UV durante 7.5 minutos como se ha descrito (Me-
todos 10), y el marco con leucina -c14 del minuto 
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25 al 33 despues de la infecci6n en el caso del 
fago normal, del mutante sus 7(614), del rever-
tiente IV y de las celulas sin infectar llevadas 
como control y del minuto 30 al 38 despu~s de la 
infecci6n en el caso de los mutantes A25, GlO, y 
Hl, con objeto de hacer comparables los tiempos 
de marcaje teniendo en cuenta que estos tres ulti-
mos casos el desarrollo del fago esta algo retra-
sado, en todos los casos se anadi6 un exceso de 100 
veces leucina fria y si incub6 durante dos minutos 
adicionales. Las alicuotas tomadas al cabo de es-
te tiempo se lisaron y se disociaron las proteinas 
para someterlas a electroforesis en geles de poli-
acrilamida en placa (M~todos llb) . La autorradio-
graf1a de la placa de electroforesis se realiz6 co-
mo se ha descrito en Metodos 12b. 
La figura 64 muestra el desarrollo de fago 
que tiene lugar en la infecci6n de B. subtilis 110 
NA su irradiada con el fago normal, con los mutan-
tes sus A25, sus G10, sus H1 y sus 7(614) y con el 
revertiente IV aislado a partir de este ultimo. Co-
mo puede apreciarse, a excepci6n del mutante sus 7 
(614), el desarrollo de fago tiene lugar en todos I 
los demas casos. 
sus7(614) nr A25 GIO HI 
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Figura 65. Autorradiografia de las protefnas 
inducidas en condiciones restric-
tivas por los mutantes sus 7 (614 ) , 
sus A25, sus GlO, sus Hl y el re-
vertiente IV. 
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Figura 64. Desarrollo de fago en B. subtilis 
su irradiado e infectado con ~29 
normal o con los mutantes sus 7(614), 
sus A25, sus GlO, sus Hl o el rever-
tiente IV. 
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Figur~ 64. Desarrollo de fago en B. subtilis 
su- irradiado e infectado con ~29 
normal o con los mutantes sus 7(614), 
sus A25, sus GlO, sus Hl o el rever-
tiente IV. 
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La figura 65 muestra la autorradiograf1a 
de la placa de electroforesis de las proteinas 
presentes en las bacterias infectadas por el fago 
normal y por los mutantes arriba citados, asi co-
mo de las prote1nas presentes en las bacterias in-
fectadas por el revertiente mencionado y en las 
bacterias sin infectar. Puede apreciarse que el 
mutante sus A25 presenta una proteina de menor mo-
vilidad que la proteina HP3 inducida por el fago 
normal, que el mutante sus 7(614) y el revertiente 
IV del mismo presentan una prote1na de mayor movili-
dad que la prote1na HP3 inducida por el fago normal, 
que el mutante sus GlO presenta una protefna de roe-
nor movilidad que la protefna HPl inducida por el 
fago normal y que el mutante sus Hl es incapaz de 
sintetizar la protefna HP3 aparciendoun polipeptido 
de menor tamafio molecular que podr1a ser un fragmento 
de esta protefna. Los mutantes sus A25, sus Hl, sus 
7(614) y el revertiente IV de este, presentan una pro-
tefna HPl de movilidad igual a la sintetizada por el 
fago normal y el mutante sus GlO presenta una protefna 
HP3 de igual mOvilidad que la sintetizada por el fa-
go normal. 
sus7(614) m A25 GIO HI 
-0 029 
-- P-NPI 
----- ---- -
-~•'---- N PI 
-- TPI 
---~-- HPI 
-- NP3 
----llilllilo...--- NP2 
piG 
- ------- HP3 
----~-- pl5 
-- pl7 
-- p6 
Figura 65. Autorradiografia de las proteinas 
inducidas en condiciones restric-
tivas por l o s mutantes sus 7 (6 14 ) , 
sus A25, sus G10, sus Hl y el re-
vertiente IV . 
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16) PARTICULAS DE FAGO PRODUCIDAS EN CONDICIONES 
RESTRICTIVAS POR LOS MUTANTES SUS A25, SUS GlO, 
SUS Hl Y EL REVERTIENTE IV. 
El hecho de que en condiciones trstrictivas 
los mutantes A25, GlO y Hl se comporten fenotipica-
men~e como si unicamente estuvieran afectados en la 
lisis de la bacteria, parece indicar que las otras 
mutaciones presentes en los genomas respectivos son 
dispensables, no afectando a la viabilidad de los mu-
tantes en esas condiciones. 
Con objeto de estudiar si las particulas de 
fago producidas en B. subtilis llONA su infectado 
por estos mutantes, asi como por el revertiente IV 
del mutante sus 7(614) ,independientemente de quefue-
ran infectivas, presentaban alguna modificaci6n que 
las diferenciara de las particulas producidas por el 
mutante sus 14(1241) en las mismas condiciones, par-
tfculas que son id€nticas a las del fago normal (92), 
se procedi6 a la preparaci6n de las misrnas, marcadas 
radioactivamente, como se ha descrito en Metodos 24. 
En las figuras 66 a 70 se rnuestra el desa-
rrollo de fago que tiene lugar en la infecci6n con 
cada mutante, as! como el que tiene lugar en la 
15 0 / ....J ::1. lO 
rt>' /0 ,----· b ")( :E 
a.. 10 
_J u 
.. ,----· ~ v m' u ;· •o 0 g )( Cl.. 
> • lJ.. :::::> 
~ 
~ 10 8 
0 
<t 
0:: 
30 60 90 120 
TIEMPO MINUTOS 
Figura 67. Desarrollo de fago e incorporaci6n 
de radioactividad en B. subtilis su 
infectado con el mutante sus A25. 
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Figura 68. Desarrollo de fago e incorporaci6n 
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Figura 70. Desarrollo de fago e incorporaci6n 
de radioactividad en B. subtilis 
110NA su- infectado con el rever-
tiente IV del mutante sus 7(614). 
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infecci6n con el revertiente IV del rnutante sus7 
(614), junto con la incorporaci6n de radioactividad 
a lo largo del tiempo. Puede observarse en todos 
los casos que hay desarrollo de fago; la incorpor-
aci6n de radioactividad, determinada como se indi-
c6 en M~todos 24, puede considerarse lineal a lo 
largo del tiempo. 
Las figuras 71 a 75 muestran el resultado 
del fraccionamiento de los diferentes gradientes de 
3 ClCs por capas de densidades 1.1, 1.3 y 1.5 g/cm , 
realizados para la pufificaci6n de las part1culas 
producidas en cada caso, para separarlas de las ca-
bezas de fago vac1as, como se indic6 en Metodos 24 
y proceder a su estudio. 
17) ANALISIS DE LAS PARTICULAS DE FAGO PRODUCIDAS 
EN CONDICIONES RESTHICTIVAS POR LOS MUTANTES 
SUS A25, SUS G10, ·sus Hl Y EL REVERTIENTE IV. 
Las figuras 76 a 79 muestran el resultado del 
fraccionamiento de los gradientes de ClCs centrifuga-
dos hasta equilibria de densidad, como se describe en 
Metodos 25a, de las part1culas de fago producidas por 
los mutantes sus A25, sus GlO, sus H1 y por el rever-
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tiente IV del mutante sus 7(614) marcadas con c14 
frente a las partfculas de fago producidas por el 
mutante sus 14(1241) marcadas con H3 , que se utili-
zan como marcadores de posici6n de las particulas 
de fago normales. Como puede apreciarse, las par-
tfculas de fago producidas por el revertiente IV 
del mutante sus 7(614) tienen la misma densidad que 
las partfculas de fago mormales (Figura 76), a dife-
rencia de lo que ocurre en los dernas casos en los 
que las partfculas de fago producidas presentan una 
densidad superior a la de las particulas de fago nor-
males, pudiendose estimar la diferencia de densidades 
3 
en 0.03 g/cm . 
Las figuras 80 a 83 muestran el resultado del 
fraccionamiento de los gradientes de sac~rosa del 5 
al 20%, preparados como se describe en Metodos 25b, 
de las partfculas de fago producidas por los mutantes 
sus A25, sus G10 y sus H1 y por el revertiente IV del 
14 
mutante sus 7(614), marcadas con C , frente a las 
partfculas de fago producidas por el mutante sus 14 
(1241), marcadas con H3 , llevadas como marcadores de 
posici6n de las partfculas de fago norrnales. Como 
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Figura 76. Analisis por centrifugaci6n en ClCs 
hasta equilibria de las partfculas 
de fago producidas por el revertien-
te IV del mutante sus 7(614) en la 
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Figura 77. An~lisis por centrifugaci6n en ClCs 
hasta equilibria de las partfculas 
de fago producidas por el mutante 
sus A25 en la infecci6n de B. sub-
tilis llONA su . 
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Figura 78. An&lisis por centrifugaci6n en ClCS 
hasta equilibria de las particulas 
de fago producidas por el rnutante 
-
sus GlO en la infecci6n de B. sub-
tilis llONA su-. 
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Figura 80. Analisis por centrifugaci6n en gra-
diente de sacarosa de las part1culas 
de fago producidas por el revertiente 
IV del mutante sus 7(614) en la infec-
-ci6n de B. subtilis 110NA su . 
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Figura 81. An~lisis por centrifugaci6n en gra-
diente de sacarosa de las particulas 
de fago producidas por el mutante 
sus A25 en la infecci6n de B. subti-
lis llONA su-. 
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Figura 82. An~lisis por centrifugaci6n en gra-
diente de sacarosa de las partfculas 
de fago producidas por el mutantesus 
GlO en la infecci6n de B. subtilis 
llONA su-. 
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Figura 83. An~lisis por centrifugaci6n en gra-
diente de sacarosa de las partfculas 
de fago producidas por el mutante sus Hl 
en la infecci6n de B. subtilis llONA 
su . 
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puede apreciarse las part1culas de fago producidas 
por el revertiente IV del mutante sus 7(614) sedi-
mentan en la misma posici6n que las part1culas de 
fago normales (Figura 80) , a diferencia de las par-
t1culas de fago producidas por los mutantes sus A25, 
sus GlO y sus Hl, que presentan una velocidad de se-
dimentaci6n mayor que las de las partfculas de fago 
normales. 
Las prote1nas presentes en las part1culas de 
fago producidas por los mutantes sus A25, sus GlO, sus 
H1 y por el revertiente IV del mutante sus 7(614) se 
precipitaron en presencia de 30 pg de lisozima para 
favorecer su precipitaci6n como se indica en Metodos 
11b, y se sometieron a electroforesis en geles de po-
liacrilamida en placa, como se indica en Metodos 12b. 
La figura 84 muestra la autorradiograf1a de 
la placa de electroforesis de las prote1nas presentes 
en las partfculas de fago producidas por los mutantes 
14 y el revertiente citados, marcadas con C , utilizan-
do como marcadores de posici6n las protefnas presentes 
35 
en las part1culas de fago normal marcadas con S , pro-
cesadas de igual manera y las protefnas inducidas en 
029 
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Figura 84. Autorradiografia de l as proteinas 
presentes en las particulas de fa-
. go producidas en la infecci6n de 
B. subtilis 110NA su- por los mu-
tante s sus A25, s u s GlO, sus Hl y 
el revertiente IV de l mutante sus 
7(614). 
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la infeccion de B. subtilis llONA su con el fago 
normal marcadas con leucina -c14 del minuto 5 al 13 
despues. de la infeccion, disociadas como se indica 
en Metodos llb. 
Como puede apreciarse, las particulas de fa-
go producidas por el mutante sus A25 presentan una 
pequena cantidad de una protefna de movilidad infe-
rior a la proteina HP3 presente en las particulas de 
fago normal, siendo normal en su movilidad y canti-
dad la protefna HPl presente en estas partfculas. 
Las particulas de fago producidas por el mutante sus 
GlO presentan una proteina de menor movilidad que la 
protefna HPl presente en las partfculas de fago normal 
y una pequena cantidad de protefna HP3 en la posici6n 
equivalente en movilidad a la proteina HP3 presente 
en las particulas de fago normal. Las particulas de 
fago producidas por el mutante sus Hl presentan una 
proteina HPl de igual movilidad que la proteina HPl 
presente en las particulas de fago normal, estando 
ausente la proteina HP3 y apareciendo una pequefia 
cantidad de un polip~ptido cuya movilidad electrofo~ 
retica es ligermente inferior a la de la proteina p6, 
y que podrfa tratarse de un fragmento de la protefna 
HP3. Las particulas de fago producidas por el rever-
Figura 85. Microscopia electr6nica de las par-
ticulas de fago producidas por los 
mutantes sus A25, sus GlO, sus H1, 
sus 14(1241) y el revertiente IV 
del mutante sus 7(614} en lain-
fecci6n de B. · subti.lis 110NA su . 
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tiente IV del mutante sus 7(614) presentan una 
protefna HP1 normal y una protefna de mayor mo-
vilidad que la prote1na HP3 presente en las par-
ticulas de fago normal, pero en cantidades nor-
males. 
La visualizaci6n al microscopic electr6ni-
co de las partfculas producidas por los rnutantes 
sus A25, sus G10 y sus H1, demostr6 la ausencia de 
fibras en las rnisrnas; estas estan presentes en las 
part1culas producidas por el revertiente IV del rnu-
tante sus 7(614) y por el rnutante sus 14(1241). La 
figura 85 muestra la diferencia existente entre las 
part1culas de fago que poseen fibras (figura 85A) y 
las part1culas de fago que carecen de ellas (figura 
85B) , siendo estas ultimas norrnales en todos los de-
mas cornponentes. 
D I S C U S I 0~ 
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Mediante experimentos de complementaci6n cuan 
titativa, se han podido definir 17 cistrones en el 
genoma de ~29, util~zando los mutantes sus y ts re-
presentantes de grupo de las colecciones de Moreno y 
col. (49), Talavera y col. (42), Reilly y col. (50) 
y Hagen y col. ( 43) . 
Once de los 17 cistrones identificados estan 
representados por mutantes sus y ts, 5 cistrones se 
encucntran representados unicamente por mutantes sus 
y un s6lo cistr6n, el cistr6n 5, esta representado 
unicamente por mutantes ts. 
El mutante sus I44 fue asignado por Moreno y 
col. (49) a un cistr6n diferente del representado 
por los mutantes sus L53 y sus L55, debido a que la 
complementaci6n del mutante sus I44 con los otros 
dos, producfa unos valores ligeramente positives, y 
en virtud de que la protefna XII (36) no era sinte-
tizada en la bacteria supresora despues de la infec-
ci6n con el mutante sus I44, mientras que su sfnte-
sis tenia lugar despues de la infecci6n con los mu-
tantes sus L53 y sus L55. El mutante sus K330 perte-
neciente ala colecci6n de Reilly y col. (50) da va-
lores inferiores al 2% en la complementaci6n con los 
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tres mutantes (Tabla IV) . El mutante sus I342 fue 
asignado por Moreno y col. (49) al mismo cistr6n que 
el mutante sus I44 debido a que el fndice de comple-
mentaci6n entre ambos mutantes era inferior al 0.5%. 
Resultados obtenidos en nuestro laboratorio indican 
que el mutante sus I342 puede inducir la sfntesis de 
la protefna XII cuando infecta a la bacteria no su-
presora y que revertientes del mutante I44 siguen 
siendo incapaces de inducir la sfntesis de la protefna 
XII en condiciones restrictivas. Estos datos sugieren 
que los mutantes en los cistrones I,L, (49) y K (50), 
pueden ser agrupados provisionalmente en un mismo cis-
tr6n, el cistr6n 13. 
Dos cistrones, 1 y 14, estan representados por 
un s6lo mutante, los mutantes sus 1(629) (50) y sus 
14(1241) (49), respectivamente. El mutante sus 1(629) 
es incapaz de replicar su DNA en condiciones restric-
tivas y su complementaci6n con los mutantes de identico 
fenotipo produce valores elevados, lo que determina 
que este mutante sea representante unico del cistr6n 
1 sin ambigliedad. 
El mutante sus 14(1241) presenta el fenotipo 
de lisis retrasada respecto al fago normal, alcanzando 
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en infecciones en condiciones restrictivas una produc-
cion de fago superior al 100% determinado por la pro-
ducci6n de fago en la infecci6n en identicas condi-
ciones con ~29 normal. Este fenotipo Qnico, junto 
con los datos de complementaci6n cualitativa carac-
terizan a este mutante como Qnico representante del 
cistr6n 14. 
El mutante sus 17 ( 112) ( 49) da lugar a una pro-
ducci6n de fago relativamente alta en condiciones res-
trictivas, pero no complementa con el mutante sus 17 
(741) (50), cuya producci6n de fago en condiciones res-
trictivas es tambien ligeramente elevada. Ambos mu-
tantes son incapaces de sintetizar DNA en condiciones 
restrictivas y su fndice de recombinaci6n no es su-
perior a 0.1. Por otra parte, ambos mutantes son in-
capaces de inducir la sfntesis de la misma protefna 
cuando infectan a una bacteria no supresora ( 39,99 ). 
Todos estos resultados son consistentes con la inclu-
sion de ambos mutantes en el mismo cistr6n. 
Los mutantes ts 5(17) y ts 5(219) han sido in-
cluidos en el mismo cistr6n debido a que ambos son 
incapaces de sintetizar DNA en condiciones restrictivas, 
a que su cornplementaci6n es negativa y a que su por-
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centaje de recombinaci6n es 0.05. Moreno y col. 
(49) no pudieron loc~lizar geneticamente al mutante 
ts 5(17), pero el Dr. B.E. Reilly, ha podido mapear 
el mutante ts 5(219) por cruces de tres factores (95) 
y las distancias gen~ticas de este mutante con los 
marcadores en los cistrones adyacentes se han podido 
determinar por cruces de dos factores. Estos resul-
tados han permitido incluir en el mapa genetico de 
~29, el cistr6n 5. 
Los datos de complementaci6n y recombinaci6n 
obtenidos utilizando mutantes sus y ts de ~29 per-
tenecientes a las diferentes colecciones han permi-
tido identificar 17 cistrones, confirmando la exis-
tencia de un Gnico grupo de ligamiento lineal en el 
fago ~29, de acuerdo con los resultados anteriormente 
obtenidos por Hagen y col. (43), Talavera y col. ~00), 
Reilly y col. (50), McGuire y col. (38), y Moreno y 
col. ( 4 9) . 
El orden relative de los 17 cistrones se ha 
determinado por cruces de dos y tres factores. La 
suma de distancias entre los marcadores adyacentes 
representantes de los diferentes grupos, da una lon-
gitud total de 24.4 unidades de recombinaci6n (Figura 
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11). Este resultado esta de acuerdo con el mapa 
genetico de Talavera y col. QOO), realizado utili-
zando rnutantes ts de ~29 y B. amyloliquefaciens 
como bacteria huesped, en que orden6 10 cistrones 
con una extensi6n total de 20 unidades de recombi-
naci6n y con el mapa genetico de Moreno y col. (49) 
realizado utilizando mutantes sus y ts de ~29, ~ 
subtili~ M0-99 su+3 como estirpe supresora y B.sub-
tilis 110NA su como estirpe no supresora, en el 
que quedaron ordenados 16 cistrones con una exten-
si6n total de 24,2 unidades de recombinaci6n. El o~ 
den relativo de los 17 cistrones concuerda igual-
mente con el orden relativo establecido por Reilly 
y col. (50) por cruces de tres factores para los 10 
cistrones que comprendia su mapa genetico realizado 
con mutantes sus de ~29 y utilizando B. subtilis 
12A su y B. subtilis Ll5 su+3 como estirpes no su-
presora y supresora, respectivamente. 
Carrascosa y col. (39) han caracterizado los 
productos y las funciones de la mayoria de los genes 
de ~29 utilizando los mutantes sus del fago. De 
acuerdo con sus resultados, es interesante destacar 
que los cistrones que deterrninan la sintesis de las 
proteinas estructurales (cistrones 8 a 12) se agrupan 
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en el centro del mapa genetico analogamente a lo 
que sucede en el caso de otros bacteriofagos como 
lambda ( 101-103 ) , T4 (104,105) y P22 (1_06) en los que 
se encuentran estos agrupamientos en el mapa gene-
tico de cistrones que determinan la sintesis de pro-
tefnas con funciones relacionadas. La proteina p7, 
especificada por el cistr6n 7 juega un papel impor-
tante en la morfogenesis de la capsida del fago no?); 
esta prote1na es tardia como todas las proteinas 
estructurales y el cistr6n 7 se encuentra junto a 
los cistrones que determinan la sintesis de las pro-
tefnas estructurales de ~29. 
Por otra parte, los mutantes en los cistrones 
1 1 2, 3, 5, 6, y 17, son incapaces de sintetizar DNA 
en condiciones restrictivas (39,83); todos estos 
cistrones, excepto el 17, se encuentran agrupados en 
el extrema izquierdo del mapa, tratandose de otro 
agrupamiento de genes que determinan la sintesis de 
protefnas con funciones relacionadas. 
Schachtele y col. (108) han mostrado que el 
RNA tardio se transcribe de la banda H del DNA y que 
el RNA temprano se transcribe de la banda L del misrro, 
siendo la transcripci6n del DNA de ~29 asimetrica, lo 
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que implica que la transcripci6n temprana y tardia 
del DNA de ~29 llevan sentidos opuestos, ya que la 
transcripci6n del DNA se realiza desde el extreme 
3'-0H al 5'-fosfato, y las dos cadenas del DNA son 
antiparalel~s. 
Del efecto polar de la mutaci6n sus en el 
cistr6n 10 sobre el cistr6n 11, y del hecho de que 
el mutante sus 12(47) sintetice en condiciones res-
trictivas un fragmento de la protefna NP1 (NP1*) de 
peso molecular inferior al de la protefna NP1, asi 
como de la posici6n de este mutante en el mapa ge-
netico, se puede concluir que la transcripci6n de 
los cistrones 7 a 12 tiene probablemente lugar de 
izquierda a derecha de la banda H del DNA. 
Las proteinas especificadas por los cistrones 
1, 3, 6, y 17 han sido caracterizadas como proteinas 
tempranas (39), las proteinas determinadas por los 
cistrones 2 y 5 estan tambien implicadas en la sin-
tesis del DNA y mutantes sus en el cistr6n 4 (39) no 
pueden sintetizar ninguna proteina tardia en condi-
ciones restrictivas, lo que sugiere que las proteinas 
especificadas por los cistrones 2, 4 y 5 son probable-
mente protefnas tempranas. Por tanto, los cistrones 
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1 al 6 y el cistr6n se deben transcribir de derecha 
a izquierda de la banda L del DNA. Parece por con-
siguiente, que hay dos sitios probables para la ini-
ciaci6n de la transcripci6n temprana de la banda L, 
localizados a la derecha de los cistrones 6 y 17 res-
pectivamente, a menos que el DNA se circularice y la 
transcripci6n temprana comience en un unico sitio a 
la derecha del cistr6n 6; si este fuera el caso, los 
cistrones implicados en la sfntesis del DNA formarian 
un agrupamiento funcional complete al incluirse el 
cistr6n 17 al lado del cistr6n 1 en el DNA circulari-
zado. 
Los cistrones 15 y 16 determinan la sfntesis 
de protefnas tar~ias (39). El cistr6n 14 probable-
mente tambien especifica la sfntesis de una protefna 
tardfa, debido a que esta implicado en el proceso de 
lisis de la bacteria. Si el cistr6n 13 determinara 
una proteina tardfa, toda la transcripci6n de los cis-
trones que determinan la sfntesis de protefnas tard1a& 
podrfa tener lugar de la banda H del DNA, comenzando 
ala izquierda del cistr6n 7. 
En 11 de los 15 cistrones para los que existian 
representantes de grupo comun de las diferentes 
142 
colecciones, coinciden pr~cticamente ios marcadores 
localiz&ndose entre -si a distancias iguales o in-
feriores a 0.1 unidades de recombinacion. En 10 
de estos 11 cistrones, los marcadores eran mutantes 
sus pertenecientes a las colecciones de Moreno y 
col. (49) y Reilly y col. (50). Esta gran semejanza 
entre ambas colecciones de mutantes sus de ~29 puede 
deberse al hecho de haber utilizado en ambos casas 
estirpes supresoras de B. subtilis que conten1an el 
+3 
supresor su aislado originalmente por Georgopoulos 
( 4 5) • 
Carrascosa y col. (39) han demostrado que ~29 
es capaz de inducir un total de 22 prote1nas cuando 
infecta a B. subtilis, aunque dos de estas proteinas, 
NP1 y p12 son el resultado de la transformacion de un 
precursor de mayor peso molecular,P~P1 (40,41), y por 
tanto, puede considerarse como 20 el numero de pro-
te1nas inducidas par ~29 que deben estar especificades 
par el genoma del fago, lo que permite suponer la exis-
tencia de, al menos, otros tantos cistrones. Teniendo 
en cuenta que.s6lo se habian caracterizado un total 
de 17 cistrones nos propusimos tratar de obtener mu-
tantes en otros cistrones. 
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La irradiaci6n con luz ultravioleta de ~29 
solo produjo mutantes sus localizados exclusivamen-
te en el cistr6n 11, heche que puede explicarse de-
bido a que la irradiaci6n se realiza sabre fago com 
pleto, con el DNA empaquetado en el interior de la 
capsida, lo que muy bien pudiera dejar accesible a 
la radiacion tan solo zonas o regiones muy especffi-
cas del DNA. 
El hecho de la gran semejanza existente entre 
las colecciones de mutantes sus de ~29 de Moreno y 
col. (49) y de Reilly y col. (50) por lo que se re-
fiere a la proximidad en la localizaci6n de los mu-
tantes representantes de grupo y el heche de que am-
bas colecciones fueran aisladas utilizando estirpes 
. +3 
supresoras que contenfan el m1smo supresor, su , 
permite suponer que la obtenci6n de mutantes sus de 
~29 en s6lo 16 de los 20 cistrones posibles del geno-
rna del fago, puede estar condicionada por la natura-
leza de la estirpe supresora utilizada. 
Camacho y col. (47) han caracterizado que la 
estirpe B. subtilis su+ 3 (45) es supresora de muta-
ciones sin sentido con una eficiencia de supresion de 
un 10%. Esta debil eficiencia de supresion puede ser 
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un problema para el aislamiento de muiantes sus en 
cistrones que determinan la s1ntesis de prote1nas 
que se necesiten en cantidades estequiometricas du-
rante el desarrollo del fago, mutantes que pueden no 
obtenerse utilizando esta estirpe supresora por no 
ser viables en ella. La necesidad, por tanto, .de 
obtener un supresor de mayor eficiencia, es evidente 
para intentar aislar mutantes sus de ~29 en lps cis-
trones en que aun no se pose1an rnutantes. 
Para la obtenci6n de una estirpe supresora de 
elevada eficiencia, se parti6 de un rnutante de B. sub-
tili~, no supresor y poliauxotr6fico, la estirpe M0-
101-P spoA met thr su y se rnutageniz6 con EMS, que 
es capaz de inducir un 90% de supresores ambar en ~ 
coli, como han mostrado Osborn y col. (76}. La re-
versi6n para los requerirnientos de una-estirpe poli-
auxotr6fica puede ser de dos tipos, reversion al tipo 
normal, o reversion por supresi6n de los requerimientos; 
de ah1 la necesidad de efectuar una selecci6n previa 
basada en la reversion de auxotrofia. 
Las diferentes colecciones de mutantes sus de 
~29 han sido obtenidas con un supresor tan debil, que 
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por su eficiencia de supresion (10%), podria ser 
catalogado como supresor ocre (47). Teniendo en 
cuenta que un supresor ocre puede suprimir codones 
sin sentido ambar y ocre (55), una posibilidad 
era que la colecci6n de mutantes sus obtenida por 
Moreno y col. (49) estuviera compuesta por mutantes 
sus ambar y ocre. Por otra parte, los supresores 
ambar son mas eficientes que los ocre 
s6lo pueden suprimir mutaciones ambar (55). 
Por tanto la seleccion de un supresor de elev~ 
da eficiencia entre los revertientes para auxotro-
f1a deb1a basarse en un ensayo, tan amplio como fuera 
posible, de la capacidad para suprimir alguno o algu-
nos mutantes sus de ~29, pero no a todos. El rever-
tiente que cumpliera este requisito podr1a ser el su-
presor buscado. La estirpe B. subtilis M0-101-P spoA 
h ( -)+ +44 1 . ~ d f t r met su se se ecc1ono e esta orma. 
Hasta el presente, habian sido caracterizadas 
dos estirpes supresoras de B. subtilis, la estirpe su+ 3 
de Georgopoulos (45) con una eficiencia de supresi6n 
del 10% (47) y la estirpe HA101B de Okubo y Yanagida 
(44) con una eficiencia del 27% (48). La estirpe B. 
+44 . 
subtilis su , t1ene una eficiencia de supresi6n 
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aproximadamente de un 50%, 5 y 2 veces.mas alta, 
respectivamente, que la de las otras dos estirpes 
supresoras. 
Comparando la elevada eficiencia de supresion 
d 1 t · +4 4 1 a t · a· e a es 1rpe su con a e es 1rpes supresoras e 
+44 E. coli ( 55,61), la estirpe su podrfa contener un 
supresor ambar o un supresor opalo. Sin embargo, el 
hecho de haber sido seleccionada utilizando mutantes 
sus de ~29 aislados en la estirpe su+ 3 , y el hecho de 
que uno de ellos, el mutante sus 12(47) no pueda ser 
. . d 1 . +44 d 1 . b .1. supr1rn1 o por a est1rpe su , escartan a pos1 1 1-
dad de que esta estirpe pueda contener un supresor 
6palo (54) y favorecen la hip6tesis de que contenga 
un supresor ambar. En este caso, el mutante sus 12 
(47) llevarfa una mutacion ocre, lo que estarfa de 
acuerdo con su baja eficiencia de supresion. 
Si esto fuera cierto, se podrfan aislar rever-
tientes del mutante sus 12(47) que podr1an ser su-
+3 +44 primidos por ambas estirpes supresoras su y su 
En efecto, se aislaron 26 revertientes que plaqueaban 
en ambas estirpes y que por complementacion cualita-
tiva mostraron pertenecer al cistr6n 12. Uno de estos 
revertientes, el sus 12 ( 610) , e scogido para su posterior 
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estudio, se recombin6 con el mutante sus 12(47), sien-
do nula su frecuencia de recombinaci6n, sugiriendo 
una localizaci6n identica en el mapa. genetico para 
los mutantes sus 12(47) y sus 12(610). 
La eficienci·a de supresi6n del mutante sus 
. +44 +3 12(610) por las estlrpes sus y su fue de un 57% 
y un 8%, respectivamente, valores similares a los 
obtenidos con el rnutante sus 15(212) que es suprimido 
por ambas estirpes y en claro contraste con lo que 
sucede en el caso del mutante sus 12(47) que noes su-
. . d 1 t. +44 . d . . d 1 prlml o por a es lrpe su , Slen o suprlml o por a 
estirpe su+3 con una eficiencia del 12% (47). 
Estos resultados son consistentes con la posi-
bilidad de que la estirpe su+ 3 contenga un supresor 
d 1 t . +44 t ocre y e que a es lrpe su con enga un supresor 
ambar. El mutante sus 12(47) contendr1a una mutaci6n 
ocre que podr1a revertir a una mutaci6n ambar, con-
tenida en el mutante sus 12(610}, que seria suprimida 
por la estirpe supresora ambar (su+ 44 } y por la estirpe 
+3 
supresora ocre (su }. 
De acuerdo con esta interpretaci6n de los re-
sultados, todos aquellos mutantes sus de ~29 que se 
+44 
obtuvieran utilizando la estirpe su , deber1an ser 
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+3 
suprimidos tambien por la estirpe su No obstante, 
de la colecci6n de 59 mutantes sus aislados en B. 
subtilis su+ 44 , 14 mutantes distribuidos en 6 de un 
total de 13 cistrones, no pueden desarrollarse en la 
estirpe su+ 3 . Una posibilidad que explicarfa este 
resultado serfa que el aminoacido insertado por la 
estirpe su+ 3 hiciera no funcionales a las diferentes 
protefnas. Para comprobar esta posibilidad, se ana-
lizaron las protefnas sintetizadas despues de la in-
fecci6n de B. subtilis su+ 3 con los mutantes sus 8(22), 
sus 16(121) y sus 16(172). En los tres casos, se 
obtuvo supresi6n a nivel de protefna, con eficiencias 
de 10-20%, lo que indica que la imposibilidad de desa-
rrollo de estos mutantes en la estirpe su+ 3 no se debe 
a que no sean suprimidos, sino a que problablemente 
el aminoacido insertado por el supresor hace a las 
protefnas no funcionales. 
Todos los resultados son consistentes con la 
. d d 1 t. +4 4 + 3 t . 1 ea e que as es 1rpes su y su con 1enen un 
supresor ambar y un supresor ocre, respectivamente. 
No obstante, para determinar la naturaleza exacta de 
estos supresores, deben realizarse experimentos de 
sintesis de proteinas in vitro en un sistema libre 
de celulas, bien dirigido por el DNA de fagos de E. 
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coli que lleven rnutaciones ambar y ocres conocidas y 
conteniendo el sistema tRNAs de las estirpes su-, 
+3 +44 
su , o su de B. subtilis, o bien dirigido por el 
DNA de mutantes sus de ~29 conteniendo el sistema 
tRNAs de estirpes supresoras ocre o ambar de E. coli. 
Los mutantes sus en el cistr6n 8, tanto los 
aislados utilizando la estirpe su+ 3 (50), como la 
t . +44 . d . d . 1 ~ t . es 1rpe su , son 1ncapaces e 1n uc1r a Sin es1s 
de hs protefnas HP1 y HP3 cuando infectan a una es-
tirpe no supresora de B.· subtilis (39,40). La posi-
bilidad de que la ausencia de ambas protefnas pueda 
deberse a una doble mutaci6n es improbable, ya que 
se han analizado diferentes mutantes en este cistr6n. 
Las otras dos posibilidades son: a} existencia de un 
efecto polar de la mutaci6n sus en el cistr6n 8, que 
especificarfa la sfntesis de una de las dos prote1nas, 
sobre un nuevo cistr6n, que determinarfa a la otra 
protefna; b) el cistr6n 8 determina la sfntesis de una 
protefna precursora que es procesada posteriormente 
para dar lugar a ambas protefnas por un mecanisme si-
milar al descri to en el caso del fago lambda (109) y 
en el del virus del polioma (110). 
La evidencia de la existencia de peptidos trip-
ticos comunes entre las protefnas HP1 y HP3 (98} apoya 
150 
la segunda posibilidad, pero si es este el caso, se 
deberfa poder detectar la protefna precursora en 
experimentos de pulso y caza, y basta el presente no 
hay ninguna prueba de su existencia, aunque la trans-
forrnacion del precursor en las protefnas producto, 
podrfa ser rnuy rapida y ocurrir a nivel ribosomal en 
el proceso de traducci6n, dificultandose asf su de-
teccion. 
Los mutantes sus en el cistr6n obtenidos por 
mutagenesis in vitro perrnitiendo la libre actuacion 
del agente rnutagenico sobre el DNA lineal de ~29 o 
sobre el fragrnento EcoRI-A,que abarca la rnitad iz-
quierda del genoma del fago, y utilizando un metodo 
de selecci6n por rescate de marcadores que perrnite 
obtener solo aquellos mutantes que se hayan rescatado 
por sobrecruzamientos producidos a la derecha del mar-
cador ts8(93), se localizaron en las proximidades del 
mutante sus 8(769) y fueron incapaces de sintetizar 
las protefnas HPl y HP3 en condiciones restrictivas 
como serfa de esperar de acuerdo con su localizaci6n 
genetica. 
151 
De los resultados obtenidos con los mutantes 
sus A25, sus GlO y sus Hl se puede deducir que basta 
con que exista una pequefia cantidad de la protefna 
HP3 ensamblada (caso del mutante sus G10) para que 
las partfculas de fago producidas sean viables. In-
cluso basta que exista ensamblada, en lugar de la 
protefna HP3, una pequefia cantidad de la protefna de 
mayor movilidad presente en las particulas de fago 
producidas por el mutante sus A25, o una pequefia can-
tidad del presunto fragmento de la protefna HP3, (ca-
so del mutante sus Hl) para que las partfculas de fa-
go producidas sean igualmente viables. Las part1cu-
las de fago producidas por el revertiente IV del mu-
tante sus 7(614) en condiciones restrictivas son nor-
males; la unica diferencia apreciable respecto a las 
partfculas de fago normales es la existencia, en lugar 
de la protefna HP3, de un polipeptido de movilidad elec-
troforetica ligeramente superior; este podr1a ser un 
fragmento de la prote1na HP3, debido a la presencia 
de una mutaci6n sin sentido en el extreme carboxilo 
terminal de la molecula de prote1na, que no afectaria 
en absolute a la funcionalidad de la misma y siendo 
por ello normales, en todos los aspectos estudiados, 
las particulas de fago producidas por el reverteinte 
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IV. Estos resultados parecen indicar que la protein~ 
HP3 es en cierta manera dispensable, o que al menos 
es necesaria en muy pequefia cantidad, no precisan-
dose para la viabilidad de la particula de fago pro-
ducida, que la molecula de protefna HP3 ensamblada 
este completa. 
Si esto es asi, en el procedimiento de selec-
ci6n empleado para la obtenci6n de mutantes sus en 
el cistr6n 8 por mutagenesis in vitro, los posibles 
mutantes afectados exclusivamente en la protefna 
HP3 podrfan no haber sido seleccionados dada la posi-
ble dispensabilidad de la protefna. 
De estos resultados y de los obtenidos con los mu-
tantes sus en el cistr6n 8, no puede determinarse si 
las protefnas HPl y HP3 son sintetizadas en forma de 
proteina precursora o si la mutaci6n sus en el cistr6n 
8 que determina la sfntesis de una de ellas, ejerce 
un efecto polar sobre el presunto cistr6n que deter-
mina la sintesis de la otra protefna. Pero el hecho 
de que el mutante sus Hl, que es incapaz de sinteti-
zar la proteina HP3 en condiciones restrictivas, pueda 
sintetizar en las mismas condic~ones la proteina HPl 
completamente normal, permite suponer que la regi6n 
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del genoma que determina la sintesis de la proteina 
HP3 est§ situada a la derecha de la correspondiente 
a la proteina HPl. 
El an&lisis de la composici6n de amino&cidos 
de los p€ptidos tripticos comunes de las proteinas 
HPl y HP3 para comprobar la posible identidad de 
los mismos, asi como la localizaci6n gen€tica de la 
mutaci6n que afecta a la proteina HP3 presente en 
el genoma del mutante sus Hl, y la obtenci6n de nue-
vos mutantes en el cistr6n o cistrones que determi-
nan la sfntesis de las protefnas HPl y HP3, mediante 
la utilizaci6n de agentes mutagenicos diferentes, son 
proyectos que se estan llevando a cabo nuestro labo-
ratorio. 
C 0 N C L U S I 0 N E S 
154 
1. Mediante experirnentos de cornplernentaci6n y es-
tudios de s1ntesis de DNA en condiciones restric-
tivas, utilizando rnutantes sus y ts, se han podi-
do definir un total de 17 cistrones en el genorna 
de ~29. 
2. Mediante experimentos de recombinaci6n inter e 
intracistr6nica, comprendiendo cruces de dos y 
tres factores se ha podido determinar el arden 
relativo de los 17 cistrones y construir un mapa 
genetico confirrnando la existencia en ~29 de un 
unico grupo de ligamiento no circular. 
3. La longitud del mapa genetico de ~29, obtenida 
sumando la distancia entre marcadores inmediatos 
es de 24.4 unidades de recombinaci6n. 
4. Per tratamient.o de B. subtilis M0-101-P spoA 
met thr su con etilmetano sulfonate, se ha 
obtenido la estirpe supresora B. subtilis MO-
- - + - +44 101-P spoA (met ) thr su • 
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5. Los estudios realizados con las prote1nas in-
ducidas en la inf€cci6n de B. subtilis su+ 44 
y su+ 3 con diversos mutantes sus de ~29 han 
permitido estimar una eficiencia de supresi6n 
para la estirpe su+ 44 de alrededor del 50% 
y confirmar una eficiencia de supresi6n al-
redor del 10% para la estirpe su+ 3 
6. La utilizaci6n de B. subtilis su+ 44 como es-
tirpe supresora ha permitido obtener una colec-
ci6n de 59 nuevos mutantes sus de ~29. 
7. Los experimentos de complementaci6n realizados 
con la nueva colecci6n de mutantes sus de ~29, 
han permitido agrupar los 59 mutantes en 13 cis-
trones, mostrando la existencia de representan-
tes sus en 3 cistrones que no estaban representa-
dos en la colecci6n anteriormente aislada ennues-
tro laboratorio utilizando B. subtilis su+ 3 como 
estirpe supresora. 
8. Los estudios realizados sobre las proteinas indu-
cidas en la infecci6n de las estirpes su-, su+ 3 
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+44 y su con diversos mutantes sus, pertenecien-
tes tanto a las colecciones existentes como a 
1 bt "d t"l" d 1 t" +44 . a o en1 a u 1 1zan o a es 1rpe su , sug1eren 
f t t 1 t . +3 t" uer emen e que a es 1rpe su con 1ene un su-
1 . +44 . presor ocre y que a est1rpe su cont1ene un 
supresor ambar. 
9. Los estudios realizados con los mutantes sus de 
~29 en el cistr6n 8, asi como los estudios reali-
zados con los mutantes sus de ~29 afectados en 
el ensamblaje de las fibras durante la rnorfogene-
sis viral, han permitido determinar que la regi6n 
del genoma del fago que especifica la sintesis de 
la protcfna HP3 se loca1iza a la derecha de la que 
especifica la proteina HPl, determinandose tambien 
la parcial dispensabilidad de la proteina HP3 para 
la viabi1idad del fago. 
_l__EYENILAS _8 LAS FIGURAS 
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Figura 1. Inactivaci6n de ~29 normal par irradiaci6n 
con luz UV. 
Un volumen de 5 ml de una suspension de 
~29 normal en DF a una concentraci6n de 1 x 1012 
ufp/ml en una placa Petri de 10 em de diametro, se 
irra?i6 con una lampara germicida a una intensidad 
de 80 pA. Las alicuotas tomadas a los tiempos de 
irradiaci6n que se indican se plaquearon sabre B. 
subtilis M0-99 su+ 3 , como se indica en Metodos 4, pa-
ra determinar el fago que permanecia activo. 
Figura 2. Disminuci6n de la viabilidad de B. sub-
tilis M0-101-P su par tratamiento con EMS. 
Un cultivo de B. subtilis M0-101-P su 
a una concentraci6n de 4 x 10 7 celulas/ml se in-
cub6 en presencia de EMS al 4% (v/v) . A los tiem-
pos indicados se tomaron alfcuotas de 2 ml que se 
filtraron y lavaron como se indica en Metodos 8. 
Los filtros se dejaron resuspender en media LB su-
plementado con so4Mg SmM. La viabilidad de las ce-
lulas se determine extendiendo con un asa de vidrio 
0.1 ml de una diluci6n apropiada de la resuspensi6n 
sabre una placa Petri que contenfa media LB y agar 
s6lido. Un cultivo de bacterias en ausencia de EMS, 
llevado como control, se ingubo y proces6 en identicas 
condiciones. 
158 
(--e--) celulas en ausencia de EMS; 
(---o---) celulas en presencia de EMS. 
Figura 3. Obtenci6n de B. subtilis en fase compe-
tente. 
B. subtilis Mu8u5ul se creci6 en media 
definido de competencia como se indica en Metodos 
21. Se tom6 T como el punta en que la densidad 
0 
6ptica del cultivo se desvi6 de la linea de ere-
cimiento logarftmico. 
Figura 4. Inactivaci6n del DNA lineal de ~29 por 
tratamiento con acido nitroso. 
Una soluci6n de 100 pg/ml del DNA lineal 
de ~29 en acetate s6dico 0.5 M tamponado con ClH a 
pH 4.2 en presencia de nitrite s6dico 0.1 M, se in-
cub6 a 37°C con agitaci6n suave. Las alicuotas to-
madas a los tiempos que se indican se procesaron co-
mo se describe en Metodos 22a. La actividad del DNA 
de ~29 tratado se ensay6 por rescate de marcadores 
como se indica en Metodos 23a. 
Figura 5. Inactivaci6n del DNA lineal de ~29 por 
tratamiento con hidroxilamina. 
A una soluci6n de DNA lineal de ~29, 100 
pg/ml, se anadi6 hidrocloru*o de hidroxilamina 1 M y 
21Na 5 M y NaOH 10 M de modo que la concentraci6n 
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+ final de Na fuera 3 M y el pH quedara fijado en 
6.2. La soluci6n se incub6 a 75°C. Las alfcuo-
tas tomadas a los tiempos que se indican se pro-
cesaron y la actividad del DNA se ensay6 como se 
indica en la figura 4. 
Figura 6. Inactivaci6n del DNA lineal de ~29 por 
tratamiento con nitrosoguanidina. 
Una soluci6n de 100 pg/ml del DNA lineal 
de ~29 en Tris 0.05 MpH 7.5 en presencia de 1 mg/ml 
de nitrosoguanidina se incub6 a 37°C con agitaci6n 
suave. Las alfcuotas tomadas a los tiempos que se 
indican se procesaron y la actividad del DNA se en-
say6 como se indica en la figura 4. 
Figura 7. Desarrollo de fago e incorporaci6n de 
timidina -H 3 en B. subtilis 110NA infectado con ~29 
normal o con los mutantes ts 5(219) y ts 5(17). 
B. subtilis 110NA su crecida en MJ (Meto-
dos 19) se infect6 con ~29 normal o con los mutantes 
ts 5(219) y ts 5(17) en presencia de timidina-H 3 
A .. - A los tiempos indicados se tomaron 
alfcuotas para valorar unidades formadoras de pla-
ca (Metodos 4L (--e--) ~29 normal; (--A--) ts 
5(219); (-/1-) ts 5(17): 
a 
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B.- A los tiempos indicados se tomaron 
al1cuotas para determinar radioactividad insoluble 
en acido tricloracetico al 5% (Metodos 14). Un 
cultivo sin infectar se llev6 como control. 
(---e-) ~29 normal; (-.-/l-) ts 
5 (219); (--A--). ts 5 (17); (--o--) celulas sin 
infectar. 
Figura 8. Desarrollo de fago e incorporaci6n de 
timidina -H 3 en B. subtilis 110NA su infectada con 
~29 normal o con los mutantes sus 17(741), sus 17 
{112) 0 sus 1 (629). 
B. subtilis llONA su crecida en MJ (Meta-
dos 19) se infect6 con ~29 normal o con los mutantes 
sus 17(741), sus 17(112) o sus 1(629) en presencia de 
t . "d" H 3 1rn1 1na-
A.- A los tiempos indicados se tomaron alf-
cuotas para valorar las unidades formadoras de placa 
sobre B. subtilis M0-99 su+3 {Metodos 4). 
(--•--) ~2 9 normal; {--A--) sus 17 
(741); (-A-) sus 1 (629); (--o-) sus 17 (112). 
B.- A los tiempos indicados se tomaron 
alfcuotas para determinar la radioactividad insoluble 
en acido tricloroacetico al 5% (Metodos 14). Un 
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cultivo sin infectar se llev6 como control. 
(--e-) ~29 normal; (-/l -) 
sus 17 (741) i (--ll--) sus 1 (629) i (--o--) sus 
17 (112) i (--· --) celulas sin infectar. 
Figura 9. Mapa genetico de ~29 obtenido por Moreno 
y col. ( 4 9) . 
Los mutantes entre parentesis tienen un 
porcentaje de recombinaci6n ( 0.01 con respecto al 
mutante de referencia. Los mutantes entre corchetes 
estan pr6ximos al mutante de referencia (porcentaje 
de recombinaci6n ~ 0.2) pero su orden relative no ha 
sido establecido. 
Figura 10. Mapa genetico parcial de ~29. Cistrones 
3 a 9. 
La posici6n de los mutantes en este mapa 
esta basada en los valores dados en la tabla V. Los 
valores indicados entre parentesis o entre corchetes 
corresponden a los porcentajes de recombinaci6n entre 
los mutantes que aprecen situados inmediatamente ba-
jo ellos. 
162 
Figura 11. Mapa genetico de ~29. 
La posici6n de los mutantes en el ma-
pa esta basada en los porcentajes de reconminaci6n 
obtenidos por Moreno y col. (49) y en los valores 
dados en la tabla V. Los mutantes separados por 
una coma presentan un porcentaje de recombinaci6n 
< 0.01 con respecto al mutante de referencia. Los 
mutantes indicados entre corchetes estan pr6ximos 
al mutante de referencia (porcentaje de recombina~ 
ci6n £ 0.1) pero su orden relative no ha sido esta-
blecido. 
Figura 12. Desarrollo de fago en B. subtilis su 
irradiado e infectado con ~29 normal o con los mu-
tantes sus 15(212) o sus 12(47). 
B. subtilis M0-101-P su se irradi6 con 
luz UV (Metodos 10) durante 10.5 minutos y se in-
fect6 con el fago normal o con los mutantes sus 15 
(212) o sus 12(47). A los tiempos indicados se to-
maron al1cuotas para valorar las unidades formadoras 
de placa (Metodos 4). 
(~----) ~29 normal; (---o---) sus 12 
(47) i (-4--) sus 15 (212.). 
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Figura 13. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su- irradiado e infectado con el mu-
tante sus 15(212) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-101-P su irradiado e in-
fectado con el mutante sus 15(212), se marc6 con leu-
. c14 c1na- desde el minuto 15 al 60 despues de la in-
fecci6n. Bacterias infectadas con el fago normal se 
marcaron al mismo tiempo con leucina-n3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 15(212); (---o---) radio-
actividad de bacterias infectadas con ~29 normal. 
Figura 14. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su- irradiado e infectado con el mu-
tante sus 15(212) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su- irradiado e in-
fectado con el mutante sus 15(212), se marc6 con leu-
. 14 
c1na-c . desde el minuto 15 al 60 despues de la in-
fecci6n. Un cultivo de bacterias sin infectar se mar-
6 1 . t" 1 . 3 c a m1smo 1empo con euc1na-H (Metodos 10) . La 
coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe en 
Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias 
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infectadas con el mutante sus 15(212); (---o---) 
radioactividad de bacterias sin infectar. 
Figura 15. Radioactividad especffica del mutante 
sus 15(212) en B. subtilis su . 
La radioactividad especifica de las pro-
tefnas inducidas por el mutante sus 15(212) que se 
muestran en la figura 14, se calcul6 por el metoda 
de Mayol y Sinsheimer (97). 
Figura 16. Electroforesis de las proteinas inducidas 
en B. subtilis su irradiado e infectado con el mu-
tante sus 12(47) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-101-P su irradiado e in-
fecrado con el mutante sus 12(47), se marc6 con leu-
. 14" 
c1na-c desde el minuto 15 al 60 despues de la in-
fecci6n. Bacterias infectadas con el fago normal se 
marcaron al mismo tiempo con leucina-H3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
(---o---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 12(47); (---o---) radio-
actividad de bacterias infectadas con ~29 normal. 
Figura 17. Electroforesis de las protefnas induci-
das en B. subtilis su- irra~iado e infectado con el 
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mutante sus 12(47) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su irradiado e in-
fectado con el mutante sus 12(47), se marc6 con leu~ 
cina -c14 desde el minuto 15 al 60 despu~s de la in-
fecci6n. Un cultivo de bacterias sin infectar se 
marc6 al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el rnutante sus 12(47); (---o---) radio-
actividad de bacterias sin infectar. 
Figura 18. Radioactividad especffica del mutante 
sus 12(47) en B. subtilis su . 
La radioactividad especffica de las pro-
tefnas inducidas por el mutante sus 12(47) que se 
muestran en la figura 17, se calcul6 por el metoda 
de Mayol y Sinsheimer (97) . 
Figura 19. Desarrollo de fago en B. subtilis su+ 44 
irradiado e infectado con ~29 normal o con los mu-
tantes sus 15(212) o sus 12(47). 
B. subtilis M0-101-P su+ 44 se irradi6 con 
luz UV (Metodos 10) durante 9 minutes y se infect6 
con el fago normal o con los mutantes sus 15(212) o 
166 
sus 12(47). A los tiempos indicados se tomaron 
alfcuotas para valorar las unidades formadoras de 
placa (Metodos 4). 
(---e---) ~29 normal; (---o---) sus 12 
(47) i ( -4-) sus 15(212). 
Figura 20. Electroforesis de las prote!nas inducidas 
en B. subtilis su+44 irradiado e infectado con el mu-
tante sus 15(212) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-101-P su+44 irradiado e 
infectado con el mutante sus 15(212) 1 se marc6 con 
leucina -c14 desde el minuto 15 al 60 despues de la 
infecci6n. Bacterias infectadas con el fago normal 
se marcaron al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 
10). La coelectroforesis se llev6 a cabo como se 
describe en Metodos 12a. 
(---o---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 15(212); (---o---) radio-
actividad de bacterias infectadas con ~29 normal. 
Figura 21. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su+44 irradiado e infectado con el mu-
tante sus 15(212) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su+ 44 irradiado e 
infectado con el mutante sus 15(212) 1 se marco con 
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leucina -c14 desde el minute 15 al 60 despu~s de la 
infeccion. Un cultivo de bacterias sin infectar se 
marco al mismo tiempo con leucina -H3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 15(212); (---o---) radio-
actividad de bacterias sin infectar. 
Figura 22. Radioactividad espec1fica del mutante 
sus 15(212) en B. subtilis su+ 44 
La radioactividad especifica de las pro-
tefnas inducidas por el mutante sus 15(212) que se 
muestran en la figura 21, se calcul6 por el metodo 
de Mayol y Sinsheimer (97). 
Figura 23. Electroforesis de las proteinas inducidas 
en B. subtilis su+44 irradiado e infectado con el mu-
tante sus 12(47) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-101-P su+44 irradiado e in-
fectado con el mutante sus 12(47), se marco con leu-
cina -c14 desde el minute 15 al 60 despues de la in-
fecci6n. Bacterias infectadas con el fago normal se 
marcaron al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
168 
(---e---) radioactividad de.bacterias in-
fectadas con el mutante sus 12(47); (---o---) radio-
actividad de bacterias infectadas con ~29 normal. 
Figura 24. Electroforesis de las protefnas inducidas 
b "1" +44 . 
en B. su tl lS su irradiado e infectado con el mu-
tante sus 12(47) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su+44 irradiado e in-
fectado con el mutante sus 12(47), se marc6 con leu-
cina -c14 desde el minuto 15 al 60 despues de la in-
fecci6n. Un cultivo de bacterias sin infectar se 
rnarc6 al rnismo tiempo con leucina -H3 (Metodos 10) . 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
----•e ) radioactividad de bacterias 
infectadas con el mutante sus 12(47); (---o---) ra-
dioactividad de bacterias sin infectar. · 
Figura 25. Radioactividad espec!fica del mutante 
sus 12(47) en B. subtilis su+ 44 . 
La radioactividad especffica de las pro-
tefnas inducidas por el mutante sus 12(47) que se 
muestran en la figura 24, se calcul6 por el metodo de 
Mayol y Sinsheimer (97). 
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Figura 26. Desarrollo de fago en B. subtilis su 
irradiado e infectado con ~29 normal o con el mu-
tante sus 12(610). 
B. subtilis M0-101-P su se irradi6 con 
luz UV (Metodos 10) durante 10.5 minutes y se infec-
t6 con el fago normal o con el mutante sus 12{610). 
A los tiempos indicados se tomaron alicuotas para 
valorar las unidades formadoras de placa (Metodos 4). 
(----e--) ~29 normal; (--A--) sus 12 
{610). 
Figura 27. Electroforesis de las proteinas inducidas 
en B. subtilis su irradiado e infectado con el mu-
tante sus 12{610) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-101-P su- irradiado e in-
fectado con el mutante sus 12(610), se marc6 con leu-
cina -c14 desde el minute 15 al 60 despues de la in-
fecci6n. Bacterias infectadas con el fagg normal se 
marcaron al mismo tiempo con leucina -H3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 12(610); (---o---) radio-
actividad de bacterias infectadas con ¢29 normal. 
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Figura 28. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su- irradiado e infectado con el mu-
tante sus 12(610) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su irradiado e in-
fectado con el mutante sus 12(47), se marc6 con leu-
cina -c14 desde el minuto 15 al 60 despues de la in-
fecci6n. Un cultivo de bacterias sin infectar se 
marc6 al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
(---o---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 12(610); (---o---) radio-
actividad de bacterias sin infectar. 
Figura 29. Radioactividad especffica del mutante sus 
12(610) en B. subtilis su-. 
La radioactividad espec1fica de las pro-
tefnas inducidas por el mutante sus 12(610) que se 
muestran en la figura 28, se calculo por el metoda 
de Mayol y Sinsheimer (97) . 
Figura 30. Desarrollo de fago en B. subtilis su+ 44 
irradiado e infectado con ~29 normal o con el mu-
tante sus 12(610). 
B. subtilis M0-101-P su+44 se irradi6 
con luz uv (Metodos 10) durante 10.5 minutos y se 
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infect6 con el fago normal o con el mutante sus 12 
(610). A los tiempos indicados se tornaron alicuotas 
para valorar las unidades formadoras de placa (Meta-
dos 4) . 
(--•--) ~2 9 normal; (--~--) sus 12 
(610). 
Figura 31. Desarrollo de fago en B. subtilis su+ 3 
irradiado e infectado con ~29 normal o con el rnutante 
sus 12 (610). 
B. subtilis M0-99 su+ 3 se irradi6 con luz 
UV (Metodos 10) durante 9 minutes y se infect6 con el 
fago normal o con el mutante sus 12(610). A los tiem-
pos indicados se tomaron alfcuotas para valorar las 
unidades formadoras de placa (Metodos 4). 
(--e--) ~29 normal; (--A--) sus 12 
(610). 
Figura 32. Electroforesis de las proteinas inducidas 
en B. subtilis su+ 3 irradiado e infectado con el mu-
tante sus 12(610) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-99 su+ 3 irradiado e in-
fectado con el mutante sus 12(610), se rnarc6 con leu-
cina -c14 desde el minuto 15 al 25 despues de la in-
fe~ci6n. Bacterias infectadas con el fago normal se 
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marcaron al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 
10). La coelectroforesis se llev6 a cabo corro: se. des...-
cribe en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias 
infectadas con el mutante sus 12(610); (---o---) ra-
dioactividad de bacterias infectadas con ~29 normal. 
Figura 33. Electroforesis de las protefnas inducidas 
b ·1· +3 · a· a · f d 1 en B. su t1 1s su 1rra 1a o e 1n ecta o con e mu-
tante sus 12(610) o sin infectar. 
B. subtilis M0-99 su+ 3 irradiado e infec-
tado con el mutante sus 12(610), se marc6 con leucina 
-c14 desde el minuto 15 al 25 despues de la infecci6n. 
Un cultivo de bacterias sin infectar se marc6 al mis-
mo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10). La coelectro-
foresis se llev6 a cabo como se describe en Metodos 12a. 
(---e----) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 12(610); (---o---) radio-
actividad de bacterias sin infectar. 
Figura 34. Radioactividad especffica del mutante sus 
12(610), en B. subtilis su+ 3 . 
La radioactividad especifica de las pro~ 
tefnas inducidas por el mutante sus 12(610) que se 
rnuestran en la figura 33, se calcul6 por el metodo 
de Mayol y Sinsheimer (97). -
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Figura 35. Electroforesis de las proteinas inducidas 
~n B. subtilis su+44 irradiado e infectado con el 
mutante sus 12(610) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-101-P su+44 irradiado e in-
fectado con el mutante sus 12(610), se marco con leu-
cina -c14 desde el minute 15 al 60 despues de la infec-
cion. Bacterias infectadas con el fago normal se mar-
caron al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10) . 
La coelectroforesis se llevo a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
(---.---) radioactividad de bacterias 
infectadas con el mutante sus 12(610); (---o---) 
radioactividad de bacterias infectadas con ~29 normal. 
Figura 36. Electroforesis de las prote1nas inducidas 
en B. subtilis su+44 irradiado e infectado con el mu-
tante sus 12(610) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su+44 irradiado e 
infectado con el mutante sus 12(610), se marc6 con 
leucina -c14 desde el minute 15 al 60 despues de la 
infeccion. Un cultivo de bacterias sin infectar se 
marco al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10) . 
La coelectroforesis se llevo a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 12(610); (---o---) radio-
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actividad de bacterias sin infectar. 
Figura 37. Radioactividad especffica del mutante 
sus 12(610), en B. subtilis su+ 44 . 
La radioactividad espec1fica de las pro-
tefnas inducidas por el mutante sus 12(610) que se 
muestran en la figura 36, se calcul6 por el metoda 
de Mayol y Sinsheimer (97). 
Figura 38. Desarrollo de fago en B. subtilis su 
irradiado e infectado con ~29 normal o con los mu-
tantes sus 8(769) o sus 8(22). 
B. subtilis M0-101-P su se irradi6 con 
luz UV (Metodos 10) durante 10.5 minutes y se infect6 
con el fago normal o con los mutantes sus 8(769) o 
sus 8(22). A los tiempos indicados se tomaron al1-
cuotas para valorar las unidades formadoras de placa 
(Metodos 4) . 
(-e--) ~29 normal; (--o--) sus 8 (22); 
(-A-) sus 8 (769). 
Figura 39. Electroforesis de las proteinas inducidas 
en B. subtilis. su- irradiado e infectado con el mu-
tante sus ~(769) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-101-P su- irradiado e in-
fectado con el mutant.{~ sus 8_(769), se marc6 con leu-
cina -c14 desde el minuto 15 al 60 despues de la 
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infecci6n. Bacterias infectadas con el fago normal 
se marcaron el mismo tiempo con leucina -H3 (Meto-
dos 10) . La coelectroforesis se llev6 a cabo como 
se describe en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 8(769); (---o---) radio-
actividad de bacterias infectadas con ¢29 normal. 
Figura 40. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su irradiado e infectado con el mu-
tante sus 8(769) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su irradiado e in-
fectado con el mutanre sus 8(769), se marco con leu-
cina -c14 desde el minuto 15 al 60 despues de la in-
fecci6n. Un cultivo de bacterias sin infectar se 
marco al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el muta~esus 8(769); (---o---) radio-
actividad de bacterias sin infectar. 
Figura 41. Radioactividad especffica del mutante sus 
8(769), en B. subtilis su . 
La radioactividad especffica de las pro-
tefnas inducidas por el mu~ante sus 8(769) que se 
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muestran en la figura 40, se calcul6 por el meto-
do de Mayol y Sinsheimer (97). 
Figura 42. Electroforesis de las prote1nas inducidas 
en B. subtilis su irradiado e infectado con el mu-
tante sus 8(22} o con ~29 normal. 
B. sultilis M0-101-P su irradiado e in-
fectado con el mutante sus 8(22), se marco con leu-
cina -c14 desde el minuto 15 al 60 despues de la in-
feccion. Bacterias infectadas con el fago normal se 
marcaron al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10) . 
La coelectroforcsis se llev6 a cabo como se describe 
en Netodos 12a. 
(---o---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 8(22); (---o---) radio-
actividad de bacterias infectadas con ~29 normal. 
Figura 43. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su- irradiado e infectado con el mu-
tante sus 8(22) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su irradiado e in-
fectado con el mutante sus 8(22), se marco con leu-
cina ~c 14 desde el minuto 15 al 60 despues de la in-
fecci6n. Un cultivo de bacterias sin infectar se 
marc6 al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10) . 
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La coelectroforesis se llev6 a cabo como se des-
cribe en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el rnutante sus 8(22); (---o---) radio-
actividad de bacterias sin infectar. 
Figura 44. Radioactividad especffica del rnutante 
sus 8(22) en B. subtilis su-. 
La radioactividad especffica de las pro-
teinas inducidas por el mutante sus 8(22) que se 
muestran en la figura 43 se calcul6 por el metodo de 
Mayol y Sinsheimer (97). 
Figura 45. Desarrollo de fago en B. subtilis su+ 3 
irradiado e infectado con ~29 normal o con los mu-
tantes sus 8(769) o sus 8(22). 
B. subtilis M0-99 su+ 3 se irradi6 con 
luz UV (Metodos 10) durante 9 minutes y se infect6 
con el fago normal o con los mutantes sus 8(769) o 
sus 8(22). A los tiempos indicados se tomaron ali-
cuotas para valorar las unidades formadoras de pla-
ca (Metodos 4). 
(---e---) ~29 normal; (---o---) sus 8(22); 
(-£-) sus 8 (769). 
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Figura 46. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su+3 irradiado e infectado con el mu-
tante sus 8(769) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-99 su+ 3 irradiado e in-
fectado con el mutante sus 8(769), se marc6 con leu-
cina -c14 desde el minuto 15 al 40 despues de la in-
fecci6n. Bacterias infectadas con el fago normal se 
marcaron al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe 
en Netodos 12a. 
(---o--) radioacti vi dad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 8(769); (---o---) rad~o-
actividad de bacterias infectadas con 029 normal. 
Figura 47. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su+ 3 irradiado e infectado con el mu-
tante sus 8(769) 0 sin infectar. 
B. subtilis I~0-9 9 +3 irradiado infec-su e 
tado con el mutante sus 8(769), se marc6 con leucina 
-c14 des de el minuto 15 al 40 despues de la infecci6n. 
Un cultivo de bacterias sin infectar se marc6 al mis-
mo tiempo con ·leucina -n 3 (Metodos 10). La coelec-
troforesis se llev6 a cabo como se describe en Meto-
dos 12a. 
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(---.---) radioactividad de bacterias 
infectadas con el mutante sus 8(769); (---o---) 
radioactividad de bacterias sin infectar. 
Figura 48. Radioactividad espec1fica del mutante 
sus 8(769) en B. subtilis su+3 . 
La radioactividad espec1fica de las pro-
te1nas inducidas por el mutante sus 8(769) que se 
muestran en la figura 47, se calcul6 por el metodo 
de Mayol y Sinsheimer (97). 
Figura 49. Electroforesis de las prote1nas inducidas 
en B. subtilis su+ 3 irradiado e infectado con el mu-
tante sus 8(22) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-99 su+3 irradiado e infec-
tado con el mutante sus 8(22), se marc6 con leucina 
-c14 desde el minuto 15 al 40 despues de la infecci6n. 
Bacterias infectadas con el fago normal se marcaron 
3 
al mismo tiempo con leucina -H (Metodos 10) . La 
coelectroforesis se llev6 a cabo como se describe en 
Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 8(22); (---o---) radio-
actividad de bacterias infectadas con ~29 normal. 
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Figura 50. Electroforesis de las protefnas inducidas 
B bt 'l' + 3 . d' d . f t d 1 en . su .1 1s su 1rra 1a o e 1n ec a o con e mu-
tante sus 8(22) o sin infectar. 
B. subtilis M0-99 su+3 irradiado e in-
fectado con el mutante sus 8(22), se marc6 con leu-
cina -c14 desde el minuto 15 al 40 despu€s de la in-
fecci6n. Un cultivo de bacterias sin infectar se 
marc6 al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 10) . 
La coelectroforesis se llev6 a cabo se describe en 
Metodos 12a. 
(---.---) radioactividad de bacterias 
infectadas con el mutante sus 8(22); (---o---) 
radioactividad de bacterias sin infectar. 
Figura 51. Radioactividad especffica del mutante sus 
8(22) .en B. subtilis su+ 3 . 
La radioactividad especffica de las pro-
teinas inducidas por el mutante sus 8(22) que se 
muestran en la figura 50, se calcul6 por el metodo 
de Mayol y Sinsheimer (97). 
Figura 52. Desarrollo de fago en B. subtilis su+44 
irradiado e infectado con ~29 normal o con los mu-
tantes sus 8(769) o sus 8(22). 
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B. subtilis M0-101 su+44 se irradi6 con 
luz uv (Metodos 10) durante 9 minutes y se infecto 
con el fago normal o con los mutantes sus 8(769) o 
sus 8(22). A los tiempos indicados se tomaron ali-
cuotas para valorar las unidades formadoras de pla-
ca (Metodos 4). 
(---e---) ~29 normal; (---o---) sus 8(22); 
(-A-) sus 8 (769) . 
Figura 53. Electroforesis de las proteinas inducidas 
B bt .l. +44 . d" d . f t d 1 en . su 1 1s su 1rra 1a o e 1n ec a o con e 
mutante sus 8(769) o con ~29 normal. 
B. subtilis M0-101-P su+44 irradiado e 
infectado con el mutante sus 8(769), se marc6 con 
leucina -c14 desde el minuto 15 al 60 despues de la 
infecci6n. Bacterias infectadas con el fago normal 
se marcaron al mismo tiempo con leucina -H3 (Metodos 
10). La coelectroforesis se llev6 a cabo como se 
describe en Metodos 12a. 
(---c---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 8(769); (---o---) radio-
acti vi dad de ·bacterias infectadas con ~2 9 normal. 
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Figura 54. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su+44 irradiado e infectado con el 
mutante sus 8(769) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su+44 irradiado e 
infectado con el mutante sus 8(769), se marc6 con 
leucina -c14 desde el minuto 15 al 60 despues de 
la infecci6n. Un cultivo de bacterias sin infectar 
se marc6 al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 
10). La coelectroforesis se llev6 a cabo como se 
describe en Metodos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 8(769); (---o---) radio-
actividad de bacterias sin infectar. 
Figura 55. Radioactividad especffica del mutante sus 
8(769) B bt "l" +44 en . su 1 1s su . 
La radioactividad espec1fica de las pro-
tefnas inducidas por el mutante sus 8(769) que se 
muestran en la figura 54, se calcul6 por el metodo 
de Mayol y Sinsheimer (97). 
Figura 56. Electroforesis de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su+44 irradiado e infectado con el mu-
tante sus 8(22) o con ~29 normal. 
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B. subtilis M0-101-P su+44 irradiado e 
infectado con el mutante sus 8(22), se marc6 con 
leucina -c14 desde el minuto 15 al 60 despu~s de la 
infecci6n. Bacterias infectadas con el fago normal 
se marcaron al mismo tiempo con leucina -H 3 (Metodos 
10) . La coelectroforesis se llev6 a cabo como se 
describe en M~todos 12a. 
(---•---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 8(22); (---o---) radio-
actividad de bacterias infectadas con J29 normal. 
Figura 57. Electroforesis de las proteinas inducidas 
B bt 'l' +44 . d. d . f t d 1 en . su 1 1s su 1rra_1a o e 1n ec a o con e 
mutante sus 8(22) o sin infectar. 
B. subtilis M0-101-P su+ 44 irradiado e 
infectado con el mutante sus 8(22), se marc6 con leu-
cina -c14 desde el minute 15 al 60 despu~s de la in-
fecci6n. Un cultivo de bacterias sin infectar se 
marc6 al mismo tiempo con leucina -H3 (Metodos 10). 
La coelectroforesis se llevo a cabo como se describe 
en M~todos 12a. 
(---e---) radioactividad de bacterias in-
fectadas con el mutante sus 8(22); (---o---) radio-
actividad de bacterias sin infectar. 
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Figura 58. Radioactividad especifica del mutante 
sus 8(22) en B. subtilis su+44 
La radioactividad espec!fica de las pro-
te!nas inducidas por el mutante sus 8(22) que se 
muestran en la figura 57, se calcul6 por el m€todo 
de Mayol y Sinsheimer (97). 
Figura 59. Desarrollo de fago en B. subtilis su+ 3 
irradiado e infectado con ~29 normal o con los mu-
tantes sus 16(121) o sus 16(172). 
B. subtilis M0-99 su+ 3 irradi6 con luz 
UV (Metodos 10) durante 9 minutes y se infect6 con 
el fago normal o con los mutantes sus 16(121) o 
sus 16(172). A los tiernpos indicados se tomaron 
alfcuotas para valorar las unidades formadoras de 
placa (Metodos 4). 
(---$---) ~29 normal; (---o---) sus 16 
(121); (-e-) sus 16 (172). 
Figura 60. Densitometrfa de las proteinas inducidas 
B bt "l" + 3 . d" d . f t d 1 en . su 1 1s su 1rra 1a o e 1n ec a o con e mu-
tante sus 16(121). 
B. subtilis M0-99 su+3 irradiado e infec-
tado con el mutante sus 16(121) o con el fago normal 
se marc6 con leucina -c14 desde el minuto 15·al 35 
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despues de la infecci6n. Las celulas sin infectar 
se marcaron al mismo tiempo. La electroforesis en 
placa, la autorradiograffa y la densitometrfa se 
realizaron como se describe en Metodos 12b. (A) 
celulas infectadas con 029 normal. (B) c~lulas in-
fectadas con el mutante sus 16(121). (C) celulas 
sin infectar. 
Figura 61. Densitometr1a de las protefnas inducidas 
en B. subtilis su+ 3 irradiado e infectado con el 
mutante sus 16(172). 
+33 B. subtilis M0-99 su se irradi6 y se 
infect6 con el mutante sus 16(172) o con el fago nor-
mal, procediendose en todo como se indica en la fi-
gura 60. (A) celulas infectadas con ~29 normal. (B) 
c~lulas infectadas con el mutante sus 16(172). (C) 
celulas sin infectar. 
Figura 62. Desarrollo de fago en B. subtilis su 
irradiado e infectado con ~29 normal o con mutantes 
sus en el cistr6n 8. 
B. subtilis 110NA su se irradi6 con luz 
UV (Metodos 10) durante 7.5 minutes y se infect6 con 
el fago normal o con los mutantes sus en el cistr6n 
8 que se indican. A los tiempos indicados se tomaron 
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al!cuotas para valorar las unidades formadoras de 
placa (Metodos 4). 
A. (---e---) ~29 normal; (---o---) sus 
8 (20011); (-fl-) sus 8 (50011); (-Cl-) sus 
8 (50 0 12) ; (-.A-) sus 8 ( 7 2 21 ) . 
B. <-a-> sus 8 (7222>; <-•-> 
susS (90011); (-·o-) sus 8 (22); <---> sus 8 
( 71) . 
Figura 63. Autorradiografia de las protefnas induci-
das en condiciones restricitvas par mutantes sus en 
el cistron 8. 
Diferentes cultivos de B. subtilis 110NA 
su irradiado (Metodos 10) se infectaron con los rnu-
tantes sus indicados y las protefnas inducidas se 
rnarcaron con leucina -c14 del minuto 28 al 35 des-
pues de la infecci6n permitiendose la incorporaci6n 
de radioactividad durante 2 minutes adicionales en 
presencia de un exceso de 100 veces de leucina fria. 
Como control se marc6 de igual manera un cultivo in-
fectado con el fago normal y otro sin infectar. Las 
protefnas se precipitaron como se indica en Metodos 
11b. La electroforesis en placa y la autorradio-
graf1a se realizaron como se describe en Metodos 12b. 
187 
Figura 64 .. Desarrollo de fago en B. subtilis su 
irradiado e infectado con ~29 normal o con los mu-
tantes sus 7(614}, sus A25, sus G10, sus H1 o el 
revertiente IV. 
B. subtilis 110NA su se irradi6 con 
luz UV (Metodos 10} durante 7.5 minutes y se infect6 
con ~29 normal, con los mutantes sus que se indican, 
o con el revertiente IV del mutante sus 7(614}. A 
los tiempos indicados se tomaron al1cuotas para va-
lorar las unidades formadoras de placa (Metodos 4). 
(---e---) ~29 normal; (---o---) sus 7(614); 
(-A-} sus A25; (-~-} sus GlO; (-D-) 
sus H1; (--0--) revertiente IV. 
Figura 65. Autorradiograf!a de las prote1nas induci-
das en condiciones restrictivas por los mutantes sus 
7(614), sus A25, sus G10, sus H1 y el revertiente IV. 
Diferentes cul ti vos de B. subtilis 110NA 
irradiado (Metodos 10) se infectaron con los mutantes 
sus indicados o con el revertiente IV del mutante sus 
7(614) y las prote1nas inducidas se marcaron con leu-
cina -c14 del minute 25 al 33 despues de la infecci6n 
en el caso del mutante sus 7(614) y del revertiente 
IV, y del minute 30 al 38 despues de la infecci6n en 
el caso de los mutantes sus_A25, sus G10 y sus Hl, 
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permitiendose en todos los casos la incorpora-
ci6n de radioactividad durante 2 minutos adiciona-
les en presencia de leucina fria. Como control se 
marc6 de igual manera y del minuto 25 al 33 despues 
de la infecci6n, un cultivo infectado con el fago 
normal y otro sin infectar. Las proteinas se pre-
cipitaron como se indica en Metodos 11b. La elec-
troforesis en placa y la autorradiografia se reali-
zaron como se describe en Metodos 12b. 
Figura 66. Desarrollo de fago e incorporacion de 
radioactividad en B. subtilis 110NA su infectado 
con el mutante sus 14(1241). 
B. subtilis 110NA su crecido en MJ (Meto-
dos 24) se infect6 con el mutante sus 14(1241) en 
3 presencia de hidrolizado de prote1na -H . A los tiem-
pos indicados se tomaron alicuotas para valorar uni-
dades formadoras de placa (Metodos 4) y para deter-
minar radioactividad insoluble en acido tricloroaceti-
co al 5% (Metodos 14). 
(---o---) unidades formadoras de placa; 
(---•---) radioactividad incorporada. 
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Figura 67. Desarrollo de fago e incorporaci6n de 
radioactividad en B. subtilis 110NA su- infectado 
con el rnutante sus A25. 
B. subtilis 110NA su crecido en MJ 
(Metodos 24) se infect6 con el rnutante sus A25 
14 
en presencia de hidrolizado de protefna -c . A 
los tiempos indicados se tomaron alfcuotas para 
valorar unidades formadoras de placa (Metodos 4) 
y para determinar radioactividad insoluble en aci-
do tricloroacetico al 5% (Metodos 14). 
(---o---) unidades formadoras de placa; 
(---e----) radioactividad incorporada. 
Figura 68. Desarrollo de fago e incorporaci6n de 
radioactividad en B. subtilis 110NA su- infectado 
con el rnutante sus GlO. 
B. subtilis llONA su crecido en MJ 
(Metodos 24) se infect6 con el mutante sus GlO en 
14 presencia de hidrolizado de protefna -c . A los 
tiernpos indicados se tornaron alfcuotas para valorar 
unidades formadoras de placa (Metodos 4) y para de-
terminar radioactividad insoluble en acido tricloro-
acetico al 5% (Metodos 14). 
(---o---) unidades forrnadoras de placa; 
(---e---) radioactividad iDcorporada. 
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Figura 69. Desarrollo de fago e incorporaci6n de 
radioactividad en B. subtilis 110NA su- infectado 
con el mutante sus H1. 
B. subtilis 110NA su crecido en MJ 
(Metodos 24) se infect6 con el mutante sus H1 en 
presencia de hidrolizado de prote1na -c14 . A los 
tiempos indicados se tomaron al1cuotas para valorar 
unidades formadoras de placa (M~todos 4) y para 
determinar radioactividad insoluble en acido tri-
cloroacetico al 5% (Metodos 14). 
(---o---) unidades formadoras de placa; 
(---e---) radioactividad incorporada. 
Figura 70. Desarrollo de fago e incorporacion de 
radioactividad en B. subtilis su infectado con el 
revertiente IV del mutante sus 7(614). 
B. subtilis 110NA su- crecido en MJ 
(M~todos 24}se infect6 con el revertiente IV del 
mutante sus 7(614) en presencia de hidrolizado de 
prote1na -c14 . A los tiempos indicados se tomaron 
al1cuotas para valorar unidades formadoras de pla-
ca (Metodos 4) y para determinar radioactividad in-
soluble en acido tricloroacetico al ~% (Metodos 14). 
(---o---) unidades formadoras de P.laca; 
(---e---) radioactividad incorporada. 
191 
Figura 71. Gradiente de ClCs por capas de las par-
tfculas marcadas en B. subtilis 110NA su infectado 
con el mutante sus 14(1241). 
Un lisado de bacterias infectadas con el 
mutante sus 14(1241) y marcadas con hidrolizado de 
protefna -H 3 (Metodos 24) se centrifug6 en un gra-
diente de ClCs con 3 capas de densidades 1.1, 1.3 
y 1.5 g cm3 . Se tom6 una alicuota de cada fracci6n 
del gradiente para determinar la radioactividad in-
soluble en acido tricloroacetico al 5% (Metodos 14). 
En la figura se senalan las posiciones de las parti-
culas de fago y de las cabezas vacias. 
Figura 72. Gradiente de ClCs por capas de las par-
ticulas marcadas en B. subtilis 110NA su- infectado 
con el mutante sus A25. 
Un lisado de bacterias infectadas con el 
mutante sus A25 y marcadas con hidrolizado de pro-
tefna -c14 (Metodos 24) se proces6 y centrifug6 en 
un gradiente de ClCs por capas y se determin6 la 
radioactividad insoluble en acido tricloroacetico al 
5% presente en cada fracci6n del gradiente como se 
indica en la figura 71. En la figura se senalan las 
posiciones de las part1culas de fago y de las ca-
bezas vacfas. 
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Figura 73. Gradiente de ClCs por capas de las partf-
culas marcadas en B. subtilis llONA su infectado 
con el mutante sus GlO. 
Un lisado de bacterias infectadas con el 
mutante sus GlO y marcadas con hidrolizado de pro-
tefna -c14 {Metodos 24) se proces6 y centrifug6 en 
un gradiente de ClCs por capas y se determin6 la ra-
dioactividad insoluble en acido tricloroacetico al 
5% presente cada fracci6n del gradiente como se in-
dica en la Figura 71. En la figura se senalan las 
posiciones de las partfculas de fago y de las cabe-
zas vacfas. 
Figura 74. Gradiente de ClCs por capas de las part!-
culas marcadas en B. subtilis 110NA su infectado 
con el mutante sus H1. 
Un lisado de bacterias infectadas con el 
mutante sus Hl y marcadas con hidrolizado de pro-
tefna -c14 {Metodos 24) se proces6 y centrifug6 en 
un gradiente de ClCs por capas y se determin6 la ra-
dioactividad insoluble en acido tricloroacetico al 
5% presente en cada fracci6n del gradiente como se 
indica en la figura 71. En la figura se sefialan las 
posiciones de las part1culas de fago y de las cabezas 
vac1asr 
193 
Figura 75. Gradiente de ClCs por capas de las par-
ticulas marcadas en B. subtilis 110NA su infectado 
con el revertiente IV del mutante sus 7(614). 
On lisado de bacterias infectadas con 
el revertiente IV del mutante sus 7(614) y marca-
das con hidrolizado de protefna -c14 (Metodos 24) 
se proces6 y centrifug6 en un gradiente de ClCs por 
capas y se determine la radioactividad insoluble en 
acido tricloroacetico al 5% presente en cada fracci6n 
del gradiente como se indica en la figura 71. En la 
figura se senalan las posiciones de las particulas 
de fago y de las cabezas vacias. 
Figura 76. An~lisis por centrifugaci6n en ClCs basta 
equilibria de las partfculas de fago producidas por 
el revertiente IV del mutante sus 7(614) en lain-
fecci6n de B. subtilis 110NA su-. 
Particulas de fago producidas por el re-
vertiente IV del mutante sus 7(614) en la infecci6n 
de B. subtilis llONA su , marcadas con ·C14 en la 
protefna, se mezclaron con particulas de fago pro-
ducidas en las mismas condiciones por el mutante sus 
3 14(1241), marcadas con H en la protefna, llevadas 
como marcadores de la posicion de las particulas de 
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fago normales y se sometieron a centrifugaci6n en 
ClCs de densidad media 1.44 g/cm3 (Metodos 25a). 
La radioactividad insoluble en acido tricloroacetico 
al 5% presente en cada fracci6n se determin6 como 
se indica en Metodos 14. 
con 
(---e---) particulas de fago marcadas 
c14 ; (---o---) particulas de fago marcadas con 
Figura 77. An~isis por centrifugaci6n en ClCs hasta 
equilibrio de las particulas de fago producidas por 
el mutante sus A25 en la infecci6n de B. subtilis 
110NA su-. 
Particulas de fago producidas por el 
revertiente IV del mutante sus A25 en la infecci6n 
de B. subtilis 110NA su-, marcadas con 14 C en la 
proteina y las producidas por el mutante sus 14(1241) 
en las mismas condiciones, marcadas con 3 H en la 
protefna, se procesaron y centrifugaron en ClCs como 
se indica en la figura 76. La radioactividad inso-
luble en acido tricloroacetico al 5% presente en cada 
fracci6n se determin6 como se indica en Metodos 14. 
(---.---) particulas de fago marcadas con 
c14 ; (---o---) partfculas de fago marcadas con ·H3 . 
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Figura 78. Analisis por centrifugnci6n en ClCs has-
ta equilibria de las particulas de fago producidas 
por el mutante sus G10 en la infecci6n de B. sub-
tilis 110NA su-. 
Particulas de fago producidas por el re-
vertiente IV del mutante sus G10 en la infecci6n de 
B. subtilis 110NA su , 14 marcadas con C en la pro-
teina y las producidas por el mutante sus 14(1241) 
en las rnismas condiciones, marcadas con H3 en la 
protefna, se procesaron y centrifugaron en ClCs como 
se indica en la figura 76. La racioactividad inso-
luble en acido tricloracetico al 5% presente en ca-
da fracci6n se determin6 como se indica en Metodos 14. 
c14.; 
(---e---) partfculas de fago marcadas con 
3 (---o---} particulas de fago marcadas con H . 
Figura 79. Analisis por centrifugaci6n en ClCs hasta 
equilibria de las partfculas de fago producidas por 
el mutante sus Hl en la infecci6n de B. subtilis 110 
NA su • 
Partfculas de fago producidas por el 
mutante sus H1 en la infecci6n de B. subtilis 110NA 
su , marcadas con c 14 en la proteina y las producidas 
:p::>r el mutante sus 14 (1241) en las misrnas con H3 en la protefna,se 
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procesaron y centrifugaron en ClCs como se indica 
en la figura 76. La radioactividad insoluble en 
acido tricloroacetico al 5% presente en cada frac-
ci6n se determin6 como se indica en Metodos 14. 
(---e---) particulas de fago rnarcadas con 
· c14 ; (---o---) particulas de fago marcadas con H3 • 
Figura 80. An~lisis por centrifugaci6n en gradiente 
de sacarosa de las particulas de fago producidas 
por el revertiente IV del mutante sus 7(614) en la 
infecci6n de B. subtilis 110NA su-. 
Partfculas de fago producidas por el re-
vertiente IV del mutante sus 7(614) en la infecci6n 
de B. subtilis 110NA su-, marcadas con 14 ·C en la 
protefna, se mezclaron con las particulas de fago 
producidas por el mutante sus 14(1241) en las misrnas 
condiciones, rnarcadas con H3 en la protefna y lleva-
das como marcadores de la posici6n de la part1culas 
de fago normales y se sometieron a centrifugaci6n en 
un gradiente preformado de sacarosa entre el 5 y el 
20% (peso/volumen) (Metodos 25b) . La radioactividad 
insoluble en acido tricloroacetico al 5% presente 
en cada fracci6n, se determin6 como se indica en Me-
todos 14. 
197 
(---e---) partfculas de fago marcadas con 
·c14 ; (---o---) partfculas de fago marcadas con H3 . 
Figura 81. Analisis por centrifugaci6n en gradiente 
de sacarosa de las partfculas de fago producidas por 
el mutante sus A25 en la infecci6n de B. subtilis 
110NA su . 
Las particulas de fago producidas por el 
mutante sus A25 en la infecci6n de B. subtilis 110NA 
su , marcadas con 14 ·C en la proteina, y las produ-
cidas por el mutante sus 14(1241) en las mismas con-
3 diciones, marcadas con · H en la proteina, se proce-
saron y centrifugaron en gradiente preformado de sa-
carosa del 5 al 20% como se indica en la figura 80. 
La radioactividad insoluble en acido tricloroacetico 
al 5% presente en cada fracci6n, se determin6 como 
se indica en Metodos 14. 
(---$---) particulas de fago marcadas con 
-c14 ; (---o---) particulas de fago marcadas con H3 . 
Figura 82. Analisis por centrifugaci6n en gradiente 
de sacarosa de las particulas de fago producidas por 
el mutante sus GlO en la infecci6n de B. subtilis 
110NA su . 
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Las particulas de fago producidas por el 
rnutante sus GlO en la infecci6n de B. subtilis llONA 
- 14 
su , rnarcadas con C en la proteina, y las produ-
cidas por el rnutante sus 14(1241) en las misrnas con-
3 diciones, marcadas con H en la proteina, se pro-
cesaron y centrifugaron en gradiente preformado de 
sacarosa del 5 al 20% como se indica en la figura 
80. La radioactividad insoluble en acido tricloro-
acetico al 5% presente en cada fracci6n, se determin6 
como se indica en Metodos 14. 
(---e---) particulas de fago marcadas con 
c14 ; (---o---) particulas de fago rnarcadas con H3 • 
Figura 83. Analisis por centrifugaci6n en gradiente 
de sacarosa de las particulas de fago producidas por 
el mutante sus H1 en la infecci6n de B. subtilis 110NA 
su . 
Las particulas de fago producidas por el 
mutante sus H1 en la infecci6n de B. subtilis 110NA 
su-, marcadas con c 14 en la proteina, y las produ-
cidas por el mutante sus 14(1241) en la rnismas con-
diciones, rnarcadas con H~ en la protefna, se pro-
cesaron y centrifugaron en gradiente preformado de 
sacarosa del 5 al 20% como se indica en la figura 80. 
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La radioactividad insoluble en acido tricloroacetico 
al 5% presente en cada fracci6n, se determin6 como 
se indica en Metodos 14. 
(---e---) particulas de fago marcadas 
con c14 ; (---o---) particulas de fago marcadas con 
Figura 84. Autorradiografia de las proteinas pre-
sentes en las part1culas de fago producidas en la 
infecci6n de B. subtilis 110NA su por los mutantes 
sus A25, sus G10, sus H1 y el revertiente IV del 
mutante sus 7(614). 
Las protefnas presentes en las particulas 
de fago producidas por los mutantes indicados y por 
el revertiente IV del mutante sus 7(614) en lain-
fecci6n de B. subtilis 110NA su-, marcadas con c14 
(Metodos 24), se precipitaron en presencia de 3Qug 
de lisozima como se indica en Metodos 11b. Las pro-
teinas presentes en las partfculas producidas por 
el fago normal en las mismas condiciones, marcadas 
con s
35
, y las protefnas inducidas por el fago nor-
mal en las mismas condiciones marcadas con leucina 
-c14 en un pulso de 5 a 13 minutos despues de la in-
fecci6n (Metodos 10) se llevaron com control. La 
electroforesis en placa y la autorradiografia se 
realizaron como se describe en Metodos 12b. 
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Figura 85. Microscopia electronica de.las part1culas 
de £ago producidas por los mutantes sus A25, sus 
G10, sus H1, sus 14(1241) y el revertiente IV del 
mutante sus 7(614) en la infecci6n de B. subtilis 
110NA su . 
La particulas de £ago producidas por 
los mutantes indicados y por el revertiente IV del 
mutante sus 7(614) en la infeccion de B. subtilis 
110NA su se contrastaron por tinci6n negativa y se 
observaron al microscopic electr6nico (Metodos 26b) . 
A. Microgra£1a electr6nica representati-
va de las particulas de fago producidas por el mu-
tante sus 14(1241) y por el revertiente IV del mu-
tante sus 7(614) (300.000 aumentos). 
B. Micrograf1a electr6nica representa-
tiva de las partfculas de fago sin fibras produci-
das por los mutantes sus A25, sus GlO y sus Hl. 
(300.000 aumentos). 
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